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AKT/PKB: Protein kinase B 
Amp: Amplificación
ALS: Anti lymphocyte serum
APC: Anaphase Promoting Complex
ARF: ADP ribosylation factor
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Bcl-2: B cell Lymphoma 2
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_________________________________________________C
c-Abl: Abelson tyrosine kinase
CAK: Cyclin-dependent kinase Activating Kinase
CBP/p300: CREB binding protein
CCND2: G1/S-specific cyclin D2
Cdc: Cell division control protein
Cdc2: Cell division control protein 2
Cdc6: Cell division control protein 6
Cdc7: Cell division control protein 7
Cdc20: Cell division control protein 20
Cdc25: Cell division control protein 25
Cdh1: Cadherin-1
Cdk: Cyclin-dependent protein kinase
Cdk1: Cyclin-dependent protein kinase 1
Cdk2: Cyclin-dependent protein kinase 2
Cdk3: Cyclin-dependent protein kinase 3
Cdk4: Cyclin-dependent protein kinase 4
Cdk6: Cyclin-dependent protein kinase 6
Cdk7: Cyclin-dependent protein kinase 7
Cdk8: Cyclin-dependent protein kinase 8
Cdk10: Cyclin-dependent protein kinase 10
Cdk11: Cyclin-dependent protein kinase 11
CDKN: Cyclin-dependent kinase inhibitor
CDKN2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
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Chk2: Checkpoint kinase 2
Cip (CDKN1A/ p21): Cyclin-dependent kinase inhibitor
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 F
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GFAP: Glial fibrillary acidic protein
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HDAC1: Histone deacetylase 1
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HIF-1: Hypoxia inducible factor 1
HIRA: Histone Cell Cycle Regulator 
HMG-I: High --mobility group protein
HOXA: Homeobox A Cluster
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NIR2/PITPNM1: Phosphatidylinositol tranfer protein 
membrane associated 1
NK: Natural killer
NLS: Nuclear Localization Signal
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RESUMO
Segundo a clasificación da OMS o glioblastoma multiforme está
incluído no grao IV sendo o máis agresivo e o máis frecuente dos que
afectan ao SNC, con resultado fatal e tendo unha esperanza de vida
media,  aproximada,  de  15  meses.  Sábese  que  tanto  neste  tipo  de
tumores como nos de baixo grao,  a vía  dependente do supresor de
tumores p53 atópase a miúdo alterada, suxerindo que a inactivación de
p53 é un evento temperán na gliomaxénese.
Neste estudo determinouse o papel que tanto p53 coma retinoblastoma
(Rb)  desenvolven  na  evolución  de  astrocitomas  de  baixo  grao  a
glioblastomas.  Para  iso,  avaliouse  tanto  a  desregulación  do  ciclo
celular  coma  a  dos  mecanismos  de  reparación  do  dano  no  DNA,
fenómenos que derivan na transformación celular. 
A ausencia de p53 impide a activación da resposta ao dano ao DNA
(DDR)  e  a  indución  de  apoptose  dependente  de  p53,  polo  que  as
células manterán dito dano ao DNA. Combinando esta falta de p53
coa  ausencia  de  Rb,  prodúcese  un  crecemento  descontrolado  das
células,  que  presentan  unha  taxa  de  crecemento  moi  elevada,
inducindo  a  súa  transformación  e  a  tumoroxénese.  Así  mesmo,
observouse a presenza da activación do programa de desdiferenciación
asociado a hiperactivación dunha ruta oncoxénica, semellante ao que
se  observa  ao  longo  dos  programas  de  reprogramación  de  células




O control  da evolución do ciclo celular  e  a súa regulación ven do
equilibrio que existe entre a acción dos xenes que codifican proteínas
que  regulan  a  replicación,  o  crecemento  celular  e  aqueloutros  que
inhiben o crecemento. Ao primeiro grupo pertencen os denominados
proto-oncoxenes,  na  súa  forma  normal  (oncoxenes  cando perden o
control  da  súa  activación  por  mutación)  e  poden  clasificarse  en
familias  ou  grupos,  atendendo  á  ruta  ou  ao  receptor  sobre  o  que
actúan.  O  segundo  grupo  son  os  chamados  xenes  supresores  de
tumores e codifican proteínas que inhiben o crecemento celular.
As  mutacións  no  grupo  dos  oncoxenes  provocan  a  inestabilidade
xenómica e a perda de control no crecemento celular que atopamos
nas  distintas  etapas  dos  procesos  tumorais.  Dentro  deles,  hai  dúas
familias que destacan pola súa elevada taxa de mutación nos distintos
tipos  tumorais  humanos.  Por  unha  banda,  a  familia  ras,  cuxos
membros participan nos sinais de transdución celular. A activación de
ras  desencadea  crecemento,  proliferación,  diferenciación  e
supervivencia  celular  e  unha  sobreexpresión  cando  actúa  como
oncoxene leva á senescencia celular por estrés oncoxénico. Por outro
lado, a familia myc, que codifica o factor de transcrición Myc, que
promove  a  proliferación  celular.  Ademais,  asóciase  coa
inmortalización das células por indución dunha subunidade catalítica
da telomerasa. Tal e como acontecía con ras, myc oncoxénico provoca
a apoptose celular como control de proliferación.
En  contraposición  aos  oncoxenes,  actúan  os  xenes  supresores  de
tumores.  Posto  que  codifican  proteínas  que  inhiben  o  crecemento
celular,  de presentar algunha mutación, poden perder a súa función
podendo chegar  a colaborar cos oncoxenes no desenvolvemento do
proceso  tumoral.  Dentro  deste  grupo de  xenes  protectores,  compre
destacar  algún  deles  como  RB,  que  codifica  pRb  quen  controla  a
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entrada da célula na fase S do ciclo de división, ou p53, encargado de
deter  o  ciclo  no  caso  de  detectar  danos  non  reparados  no  DNA.
Salientar tamén BRCA1 e BRCA2 que colaboran coa reparación do
DNA,  PTEN,  que  regula  a  ruta  Akt/PI3K  ou  PML que  regula  a
senescencia celular, colaborando con p53.
O  estudo  dos  xenes  supresores  de  tumores  iniciouse  co
retinoblastoma,  tumor  que  aparece  a  unha  idade  moi  nova,  e  que
permitiu observa-la distribución dese tipo de tumores segundo sexan
hereditarios ou non hereditarios. Da mesma maneira, observouse que
en  ámbolos  dous  casos  precisaba  da  presenza  dun segundo evento
oncoxénico para que ditos tumores trocaran a malignos. Estes estudos
iniciais fixeron do retinoblastoma un paradigma para o estudo deste
tipo de xenes supresores de tumores (Knudson A.G., 1985).
Por  outra  banda,  o  xene p53 atópase mutado en máis  do 50% dos
tumores humanos (Levine A.J., 1997). Segundo a base de datos feita
por Hollstein e colaboradores en 1994, as mutacións de p53 aparecen
en máis de 50 tipos celulares e tisulares. Ademais, estas alteracións
adoitan ir asociadas a unha maior agresividade tumoral, o que non é
de estrañar polo grande número de puntos de control sobre os que p53
actúa  directamente.  Comprobouse  tamén  que  estes  tumores  poden
presentar  resistencia  á  quimioterapia,  dificultando  o  seu  tratamento
farmacolóxico   (Buttitta  F.  et  al.,  1997; Levine  A.J.  and Oren M.,
2009). A miúdo, a mutación ou perda de p53 vai acompañada doutras
lesión oncoxénicas coas que cooperará no desenrolo tumoral (Eischen
C.M. et al., 1999; Chen Z. et al., 2005). 
Segundo estudos recentes del TCGA publicados a través do seu portal
de datos, a ruta de p53 presenta alteracións nun 33% (172/517) dos
tumores cerebrais de grao baixo estudados, mentres que no caso dos
glioblastomas multiformes a porcentaxe sube ata o 73% (420/574) das
análises realizadas (Gao  et al.,  2013; Cerami  et al.,  2012; Brennan
C.W. et al. (TCGA), 2013).
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1.- OS GLIOBLASTOMAS COMO MODELOS TUMORAIS
Historicamente, segundo a clasificación da OMS (Kleihues P.  et al.,
2002), os tumores cerebrais catalóganse segundo o tipo celular do que
proceden  (astrocitos,  oligodentrocitos  ou  células  ependimais)  e  en
catro grupos (en escala de I a IV) segundo o seu grao de malignidade
tendo en conta criterios histolóxicos. Desta maneira,  os tumores de
tipo I, son de carácter benigno e poden ser tratados con cirurxía. Os
tumores de tipo II son de grao de malignidade baixo e poden levar a
diferentes situacións clínicas pero non son resecables.  Os tumores de
tipo III son de carácter maligno e provocan a morte en poucos anos.
Os de grao IV son tumores altamente malignos, xeralmente resistentes
á quimioterapia e letais en 9-12 meses. Ademais, o 70% dos tumores
de grao II convértense en grao III ou IV en 5-10 anos, adquirindo as
características histolóxicas dos tumores de máis alto grao (táboa 1).
Novos  criterios  tentan  completar  esta  clasificación  tendo  en  conta
parámetros  xenotípicos  de  forma  que  os  distintos  grupos  antes
considerados poden chegar a ter máis similitudes do que nun principio
se cría. Desta maneira, os glioblastomas clasifícanse segundo o estado
no que se atope o xene IDH atopándose claras diferencias que poden
determinar  desde  a  orixe  ata  o  prognóstico  da  enfermidade,
destacando a importancia de ter en conta estes parámetros xenéticos
(Louis, D. et al., 2016)
Esta catalogación non ten que empezar necesariamente polos criterios
histolóxicos (Figura 1) 
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Figura 1.- Diferencias entre a clasificación baseada unicamente en criterios
histolóxicos e a que integra criterios de xenotipado celular. Hai tamén unha serie
de casos que, ben porque non se fixeron as probas xénicas, ou ben porque non
foron concluíntes que se catalogan como “non especificadas doutra maneira” (NOS)





































mutado e 1p/19q co-
delecionado








En  calquera  caso,  e  fronte  ao  que  acontece  con  outros  xenes
supresores  de  tumores  que  fican  mutados  nos  astrocitomas  de  alto
grao, a mutación ou perda da función de p53 viuse tanto nos tipos de
grao máis baixo coma nos glioblastomas, con independencia do estado
de IDH, suxerindo que a inactivación de p53 é un evento que acontece
cedo no proceso de gliomaxénese. 
Táboa 1.-  Relación entre  supervivencia,  características histolóxicas e lesións
xenéticas entre os distintos graos de tumores cerebrais
Astrocitomas




Supervivencia 5-10 anos 3-4 anos 9-12 meses
Proliferación +/- ++ +++
Invasión ++ ++ +++
Anxioxénese - - +++





Amp.  y  Mut.
EGFR
















Amp. y Mut. EGFR




Del.  CDKN2A  y
CDKN2
Na táboa Mut:mutación, Del:deleción e Amp:amplificación (Resume actualizado
con datos provisionais do TCGA, www.cbioportal.org).
Pode ocorrer que a inestabilidade xenética que vai asociada á perda de
p53 sexa a responsable da transformación a tumores de grao máis alto
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(Maher E.A.  et al.,2001) e p53 pode ter un papel fundamental nese
aumento  de  malignidade  como  semella  mostrar  a  presenza  de
subpoboacións de tumores de grao baixo nos glioblastomas de grao IV
(Sindransky D. et al., 1992).
Dentro dos glioblastomas, e en función da situación de IDH, víronse
diferencias importantes na evolución do tumor e as características do
mesmo (táboa 2).
Táboa  2.-  Características  diferenciais  que  presentan  os  glioblastomas
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No  estudo  levado  a  cabo  polo  Cancer  Genome  Atlas  Research
Network (The  Cancer  Genome  Atlas  Research  Network,  2008)
mapeáronse as alteracións xenéticas máis frecuentes no xenoma do
glioblastoma, detectándose substitucións de nucleótidos, delecións e
amplificacións focais nas principais rutas.
Identificáronse  importantes  eventos  xenéticos  en  glioblastomas
humanos que inclúen:
 desregulación do ciclo celular e proliferación aumentada das
células  do glioblastoma.  As mutacións  frecuentes  nos  xenes
reguladores  do  ciclo,  especialmente  nos  que  controlan  a
transición da fase G1 á fase S, converten ás células tumorais en
especialmente susceptibles a unha división celular inapropiada.
 alteración  da  ruta  de  Rb.  Por  estimulación  mitoxénica  da
cascada  das  MAPK  fórmanse  complexos  Ciclina-Cdk
activados que levan a unha fosforilación de Rb, favorecendo a
entrada  na  fase  S  e  a  perda  de  control  do  ciclo  celular
(Weinberg R.A., 1995). Un 74% dos glioblastomas presentan
algunha  alteración  nesta  ruta  (The  Cancer  Genome  Atlas
Reseach Network, 2008).
 alteración da ruta de p53. A súa actividade funcional pode estar
anulada  pola  hiperactivación  mitoxénica  das  rutas  PI3K  e
MAPK (Furnari F.B., Fenton T. and Bachoo R.M., 2007). A
perda de p53 prodúcese tamén por mutacións puntuais ou por
perda  do  cromosoma  17p  na  progresión  de  glioblastomas
secundarios (Louis D.N., 1994).
 alteracións  nas  rutas  de  sinalización  mitoxénicas,  incluíndo
MAPK e PI3K/PTEN/AKT. Mentres que as células normais
precisan a activación das rutas mitoxénicas,  como MAPK y
PI3K,  as  células  tumorais  reducen  a  dependencia  da
estimulación exóxena de sinais de crecemento, levando a cabo
a división celular a través dunha activación constitutiva destas
vías (Furnari F.B., Fenton T. and Bachoo R.M., 2007).
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 alteración da vía de sinalización do factor de crecemento por
amplificación ou activación mutacional do xene do receptor da
tirosina  quinasa,  así  como EGFR,  PDGF e  a  cooperación e
coactivación  de  RTKs.  Nas  células  tumorais  atópanse
activadas as rutas mediadas por receptor pola sobreexpresión
tanto de ligandos coma de receptores, amplificación xenómica
e/ou a mutación do receptor podendo estar constitutivamente
activada,  inclusive  en  ausencia  de  ligando  (Furnari  F.B.,
Fenton T. and Bachoo R.M., 2007).
2.- O CICLO CELULAR
A división celular é o mecanismo esencial polo que unha célula xa
existente chega a dividirse. En organismos unicelulares dita división
supón  a  xeración  dun  novo  individuo.  Con  todo,  en  organismos
pluricelulares,  estas  divisións  permiten  a  supervivencia  dos  tecidos
renovables.
As  células  eucariotas  desenvolveron  un  complexo  armazón  de
regulación proteica, chamado sistema de control do ciclo celular, que
permite guiar a progresión a través do ciclo celular. O núcleo deste
sistema é unha ordenada serie de interruptores que inician os eventos
principais  do  ciclo,  incluíndo  a  duplicación  cromosómica  e  a
segregación (Alberts B. et al., 2014).
A función básica do ciclo celular é a de duplicar de forma exacta o
contido de DNA dos cromosomas e segregalo en copias precisas en
dúas  células  fillas  xeneticamente  iguais.  A  duplicación  dos
cromosomas ocorre durante a fase S, que ocupa aproximadamente a
metade  da  duración  do  ciclo  celular  en  células  eucariotas.  A
segregación dos cromosomas e a división celular ocorre na fase M.
Durante a devandita fase,  teñen lugar dous procesos importantes:  a
división  nuclear  ou  mitose,  durante  a  cal  os  cromosomas  copiados
anteriormente son separados nun par de núcleos fillos,  e a división
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citoplasmática ou citocinese, na que a célula divídese a si mesma en
dúas.  No  final  da  fase  S,  as  moléculas  de  DNA de  cada  par  de
cromosomas  son  entrelazadas  e  mantéñense  fortemente  unidas  por
ligazóns proteicas  específicas.  Na mitose temperá,  existe  unha fase
chamada profase na que as dúas moléculas de DNA son gradualmente
desligadas e condensadas nun par de unidades chamadas cromátidas
irmás.
Moitas  células  requiren  máis  tempo  para  crecer  e  dobrar  a  súa
cantidade de proteínas e organelas do que precisan para duplicar os
seus  cromosomas  e  dividirse.  Para  permitir  ese  crecemento,  estas
células dispoñen das chamadas fases  gap. Existe unha primeira fase
gap, chamada G1, entre as fases M e  S, e unha segunda, denominada
G2, entre a fase S e a mitose. Deste xeito, o ciclo habitual das células
eucariotas divídese de catro fases secuenciais: G1, S, G2 e M. G1, S e
G2 tomadas xuntas denomínanse interfase. As fases gap son máis que
simples fases de crecemento celular. Proporcionan á célula o tempo
necesario para analizar a contorna asegurándose que as condicións son
as adecuadas para iniciar a entrada na fase S e a  mitose. A fase G1 é
especialmente importante  neste  sentido,  a  súa duración pode variar
segundo  as  condicións  externas  e  os  sinais  extracelulares  doutras
células. Se as condicións externas son desfavorables, as células poden
atrasar  a  súa  evolución  na  fase  G1 e  entrar  nun estado  de  parada
chamado G0, no cal pode permanecer mesmo anos antes de continuar
coa proliferación. Se as condicións externas son favorables, as células
en fase G1 temperá ou en G0, progresan ata un punto próximo ao final
da  fase  G1  chamado  punto  de  restrición.  A partir  deste  punto,  as
células  están comprometidas  na replicación do DNA, aínda que os
sinais extracelulares que estimulan o crecemento celular e a división
desaparezan.
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2.1.- Sistema de control do ciclo celular
    O  sistema  de  control  do  ciclo  celular  funciona  como  un
temporizador programado de forma estrita, de maneira que controla
que cada fase do ciclo teña lugar nun tempo determinado. A pesar de
que inicialmente se estudou en células embrionarias e  nese caso,  o
devandito  sistema  é  independente  dos  eventos  que  controla,  de
maneira  que  continúa  operando  aínda  no  caso  que  estes  eventos
ocorran de maneira incorrecta, na maioría das células, con todo, no
caso de que determinados sensores detecten algún erro nestes procesos
emiten sinais polas que o sistema de control atrasa a progresión do
ciclo.  Este  sistema  funciona  como  unha  serie  de  interruptores
bioquímicos, cada un dos cales inicia un evento específico do ciclo
celular.  Na  maioría  dos  casos,  funcionan  cun  sistema   binario
(aceso/apagado) e de modo irreversible. Ademais, dispón de sistemas
de control que lle permiten operar baixo gran cantidade de condicións,
sendo un sistema que se pode adaptar especificamente a calquera tipo
celular e responder tanto a sinais intracelulares como extracelulares.
Na maior parte das células eucariotas, o sistema de control do ciclo
celular desencadea a progresión en tres puntos de transición principais
tamén chamados checkpoints.
-o primeiro deles é  Start (ou punto de restrición) na última parte da
fase  G1,  onde  as  células  inician  a  entrada  no  ciclo  celular  e  o
duplicado cromosómico
-o  segundo  é  o  chamado  checkpoint G2/M no  que  o  sistema  de
control desencadea os eventos mitóticos temperáns
-o  terceiro  é  a  transición  metafase-anafase  na  que  se  estimula  a
separación das cromátidas irmás o que leva á finalización da mitose e
a citocinese.
O sistema de control bloquea a progresión en cada un destes puntos de




O  tempo  e  a  orde dos  procesos  de  replicación  cromosómica,
segregación  e  división  celular  en  eucariotas  está  controlado  polas
quinasas dependentes de Ciclinas e contrarrestado polas fosfatasas. As
Cdks  (familia  de  proteína-quinasas)  en  complexo  coas  súas
subunidades activadoras fosforilan as súas proteínas diana en residuos
aminoácidos  específicos  mentres  que  as  fosfatasas  reverten  estas
modificacións (Morgan D.O., 2007).
A actividade  destas  Cdks  ten  lugar  mediante  cambios  cíclicos  na
fosforilación de proteínas intracelulares que inician ou regulan a maior
parte  dos  eventos  do  ciclo  celular.  Estes  cambios  cíclicos  na
actividade das Cdks están controlados por unha serie de enzimas e
outras proteínas, entre as que destacan as Ciclinas, que deben o seu
nome a que se observou en moitos casos unha secuencia de síntese e
degradación  ao  longo  do  ciclo  celular.  As  subunidades  Cdk  están
xeralmente presentes en altas concentracións na célula e esta modula a
dispoñibilidade  das  subunidades  de  Ciclina  como  un  modo  de
controlar a actividade Cdk (Kapuy O. et al., 2009). Estes cambios nos
niveis  de  Ciclinas  son o  resultado da  ensamblaxe  e  activación dos
complexos  Ciclina-Cdks.  Os  niveis  de  Ciclina  están  regulados  por
controis tanto na súa síntese como na súa degradación. As taxas de
síntese  están  reguladas  por  factores  de  transcrición  mentres  que  a
degradación iníciase mediante ubiquitinación das unidades de  Ciclina
polo APC tamén chamado ciclosoma. Os cocientes de ubiquitinación
poden estar modulados pola fosforilación ou defosforilación do APC e
as súas proteínas asociadas Cdc20 e Cdh1 (Peters J.M., 2006). Con
todo, a pesar de que o APC, cuxa misión é degradar Ciclinas e outras
proteínas durante a anafase, é un compoñente esencial na maquinaria
do ciclo celular, o seu requirimento pode ser obviado (Thornton B.R.
and  Toczyski  D.P.,  2003).  A  degradación  da  Ciclina  non  é
imprescindible  nin tampouco suficiente  para a  saída irreversible  da
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mitose. A unidireccionalidade da saída da mitose é consecuencia da
proteólise pero requírense uns niveis na retroalimentación do sistema
para manter o ciclo celular nun novo estado estable  (López Avilés S.
et al., 2009).
As Ciclinas clasifícanse en catro tipos, dependendo do paso do ciclo
na que se une a Cdks e a súa función. Todas as células  eucariotas
necesitan tres destes catro tipos (figura 2):
 Ciclinas  G1/S activan  Cdks  na  G1  tardía  e  axudan  na
progresión a través de Start resultando unha concomitancia na
entrada do ciclo celular. Os seus niveis caen na fase S.
 Ciclinas S únense a Cdks na progresión a través de  Start e
axudan estimulando a duplicación cromosómica.
 Ciclinas M activan Cdks que estimulan a entrada en mitose no
checkpoint G2/M.
 Na  maioría  das  células,  hai  un  cuarto  tipo  de  Ciclinas,  as
Ciclinas  G1,  que  axudan  na  actividade  das  Ciclinas  G1/S
mediante o control da progresión a través de Start na fase G1
tardía (Alberts B. et al., 2014).
En principio, as células en mamíferos requiren a activación secuencial
de,  polo  menos,  catro  das  quinasas  dependentes  de  Ciclina
(Cdk2,Cdk3,Cdk4 e Cdk6) para conducir o seu paso pola interfase, así
como  Cdk1  procedente  da  mitose.  Este  modelo  variouse  por
evidencias recentes que mostran que a maioría das células proliferan
en ausencia das Cdks de interfase. Obtivéronse resultados similares
coa eliminación das unidades activadoras das Cdks, como as Ciclinas
de tipo D e as de tipo E. Desta maneira, Cdk1 únese a tódalas Ciclinas
dando como resultado a fosforilación da proteína de retinoblastoma
pRb e a expresión de xenes regulados polo factor de transcrición E2F
(Santamaria D. et al., 2007).
26
Figura 2. Representación esquemática do papel dos distintos complexos
Ciclina-Cdk ao longo do ciclo.  
Cdks son as subunidades catalíticas dunha gran familia de proteína-
quinasas  heterodiméricas  serina/treonina  cuxos  membros  mellor
caracterizados participan no control da progresión do ciclo celular. Hai
11  xenes  que  codifican  Cdks  e  outros  9  que  codifican  proteínas
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similares a Cdks cunha estrutura primaria cuxas proteínas activadoras
das  Cdks  no  ciclo  celular  son  moléculas  que  son  sintetizadas  e
degradadas durante cada ciclo e que se denominan Ciclinas (táboa 3).
Con todo, a pesar de utilizar esta denominación para designar a esta
familia de quinasas, non todos os activadores de Cdks son sintetizados
e destruídos dunha forma cíclica.




G1 Cdk Ciclina D (D1,D2 y
D3)
Cdk4, Cdk6
G1/S Cdk Ciclina E Cdk2
S Cdk Ciclina A Cdk2, Cdk1 (Cdc2)
M Cdk Ciclina B Cdk1 (Cdc2)
2.3.- Fase G1–S 
   A progresión en G1 está regulada por un complexo mecanismo que
depende, polo menos, de tres Cdks (Cdk4, Cdk6 e Cdk2) e os seus
reguladores  (Sherr C.J and Roberts  J.M.,  1999; Malumbres M. and
Barbacid M., 2001). Tres ciclinas do tipo D (Ciclina D1, D2 e D3)
actúan en células de mamíferos. As Ciclinas D únense ás súas parellas
catalíticas,  as  quinasas dependentes  de  Ciclina  Cdk4  e  Cdk6,  e
fosforilan  membros da familia do pRb (Sherr C.J. and Roberts J.M.,
1999).  Inicialmente,  os  sinais  mitoxénicos  inducen  a  síntese  das
Ciclinas tipo D e posibilita o pregamento e transporte adecuado de
Cdk4 e/ou Cdk6 ao núcleo. Complexos activos de Cdk4 ou Cdk6 e
Ciclinas  tipo  D  fosforilan  aos  membros  da  familia  da  proteína  do
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retinoblastoma (Rb)  que  inclúe  pRb,  p107  e  p130.  Estas  proteínas
conteñen múltiples  sitios  de   fosforilación  por  Cdks (por  exemplo,
pRb  ten  16),  aínda  que  só  algúns  poden  ser  recoñecidos  polos
complexos Cdk4-CiclinaD e/ou Cdk6-CiclinaD. Os únicos substratos
que se sabe que son  fosforilados por estes complexos son Smad3,
Cdt1 e Marcks, o substrato miristilado rico en alanina da quinasa C
( Malumbres M. and Barbacid M., 2001). Os ratos knock-out para as
Ciclinas D, para Cdk4 e para Cdk6 proporcionan evidencias xenéticas
de  que  a  principal  función  das  Ciclinas  D  no  desenvolvemento
embrionario é a de activar Cdk4 e Cdk6. Estes estudos demostran que
é  posible  que as  propiedades  destas  moléculas  vaian  ligadas  á  súa
especificidade  tisular  e/ou  á  súa  activación  diferencial  durante  o
desenvolvemento e convértenas en posibles dianas terapéuticas polo
papel fundamental que teñen tanto no inicio do proceso tumoral como
na proliferación do mesmo (Ciemerych M.A. and Sicinski P., 2005).
As Ciclinas tipo E, as cales se cre son necesarias para a activación da
Cdk2 contribuíndo á  finalización  da fase  G1,  son unha das  dianas
transcricionais fundamentais do complexo  Rb-E2F, no que participa a
proteína pRb para modular a actividade dos factores de transcrición. A
pesar de que Rb está  fosforilado inicialmente a través das quinasas
Cdk4-CiclinaD e/ou  Cdk6- CiclinaD, a súa inactivación irreversible a
leva a cabo Cdk2-CiclinaE.  Crese que este proceso prodúcese para
facer que as células sexan independentes dos sinais  mitoxénicos e
corresponde co punto  de  restrición  (Indicado como  R en  figura  2;
Malumbres  M.  and  Barbacid  M.,  2001).  O punto  de  restrición  foi
definido (Pardee A. B., 1989) como o estadio dentro de G1 máis aló
do cal as células están comprometidas para avanzar á fase S. Hai tres
criterios que se usan para definir este punto; i) as células non necesitan
soro  para  continuar  á  fase  S,  ii)  as  células  non  son  sensibles  á
inhibición mediante o factor de crecemento  transformante beta, iii) as
células  non  son  sensibles  ao  inhibidor  de  síntese  proteica
ciclohexamida. En resumo, é o punto máis aló do cal as células non
responden a  sinais  inhibitorias  e  non precisan  sinais  estimuladoras
para progresar á  fase S (Herrera  R.E  et  al.,  1996).  En efecto,  as
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células que presentan unha perda de función das pocket proteins (pRb,
p107 e p130) non teñen un punto de restrición funcional xa que poden
dividirse  en  ausencia  de   mitóxenos,  presentan  unha  redución  na
capacidade de diferenciación e unha perda de resposta á senescencia, o
que pode proporcionar  a  razón fundamental  para da súa relevancia
recorrente nos tumores humanos (Dannenberg, J. H. et al., 2000). Un
dos reguladores fisiolóxicos deste evento pode ser a Ciclina C. Viuse
que un complexo de Ciclina C con Cdk3 estimula a fosforilación de
pRb durante a transición G0/G1 e que esta fosforilación é necesaria
para que as células saian de G0 de maneira correcta. De modo que a
entrada na fase G1 é análoga á fase S, aínda que participan complexos
Ciclina-Cdk diferentes. Recentemente comprobouse que a Ciclina C é
un dos reguladores fisiolóxicos do tránsito G0/G1, debido a que os
seus niveis de mRNA alcanzan os seus niveis máis altos durante a
saída da fase G0. Observouse que se forma un complexo Cdk3-Ciclina
C durante  dita  saída  estimulando a fosforilación  de  pRb durante  a
transición  G0/G1 e  que  esta  fosforilación  é  necesaria  para  que  as
células saian de G0 de forma efectiva (Ren S. and Rollins B. J., 2004).
Posto que a expresión de Ciclina C precede ás das Ciclinas de tipo D,
propúxose que a inactivación das proteínas do tipo Rb durante a fase
G1 temperá inflúa na súa fosforilación secuencial por Cdk3-Ciclina C
e despois por Cdk4-CiclinaD e/ou Cdk6-CiclinaD (Ren S. and Rollins
B. J., 2004). Cdk3 debe ter tamén un papel independente de Rb porque
un  mutante  dominante  negativo  leva  á  célula  a  arresto  celular  en
presenza  do  antíxeno  SV40  T,  unha  proteína  que  é  coñecida  por
inactivar a familia das pocket proteins ( Hofmann F. and  Livingston
D.M., 1996). Entre as funcións do complexo Cdk2-Ciclina E, ademais
da  fosforilación das proteínas do grupo de Rb, crese que se atopa a de
colaborar no inicio da replicación do DNA, xa que se observou que
unha vez que as células entran na fase S deben silenciarse o devandito
complexo para evitar unha nova replicación do DNA. Este requisito
acádase,  en  parte,  pola  rápida  degradación  da  Ciclina  E  por  unha
30
ubiquitin-ligasa  (SCF-Fbxw7),  seguida  da  súa  escisión  polo
proteosoma.  Ademais,  sábese  que  este  complexo  participa  na
fosforilación  doutros  substratos  como  proteínas  involucradas  na
modificación de histonas (NPAT, tamén coñecida como p220,  HIRA,
CBP/p300), replicación de DNA (Cdt1), reparación de DNA (BRCA1,
Ku70)  e  duplicación  e  maduración  do  centrosoma  (CP110,  Mps1,
nucleofosmina, tamén coñecida como B23). Por outra banda, participa
na  fosforilación  do  seu  propio  inhibidor,  p27Kip1,  facilitando  a
degradación do mesmo polo proteosoma (Hwang H. C. and Clurman
B.E., 2005). Durante a fase S prodúcese unha acumulación de Ciclina
A xa que mediante a inactivación de Rb iníciase a transcrición do seu
correspondente xene, así como doutros como o da Ciclina B, aínda
que neste caso, a síntese non é tan evidente ata a transición G2-M.
Propúxose que unha vez Cdk2 sepárase da Ciclina E, interacciona coa
Ciclina A recentemente sintetizada. Os complexos resultantes (Cdk2-
Ciclina A) participan na  fosforilación de numerosas proteínas como
reguladores de  Ciclina A (pRb), factores de transcrición (E2F1, B-
Mybs),  proteínas  que  interveñen  na  replicación  do  DNA (Cdc6),
reparadores  do  DNA (BRCA1)  modificadores  de  histonas  (HIRA),
proteínas que cooperan na proteólise mediada por  ubiquitina (Cdc20)
e  checkpoints de ciclo celular (p53, p21 Cip1, MDM2). En tódolos
casos,  proteínas  que  se cre  que son requiridas  para unha adecuada
finalización e saída da fase S ( Sherr C. J. and Roberts J.M., 1999). 
2.4.- Fase G2–M 
      Cara ao final da fase S, as Ciclinas tipo A asócianse con Cdk1. Os
complexos  Cdk2-Ciclina  A  e  Cdk1-Ciclina  A  comparten  gran
cantidade  de  substratos  como  as  proteínas  que  participan  na
replicación de DNA, como son MCMs, Cdc7 ou R2, así coma outras
proteínas involucradas no control da progresión do ciclo celular, como
Rb,  p53,  BARD1 e BRCA2. Descoñécese se os  complexos Cdk2–
Ciclina A e Cdk1–Ciclina A xogan un papel fundamental durante a
transición da fase S á  G2. Con todo, durante a fase G2, as Ciclinas
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tipo A son degradadas por proteólise mediante ubiquitinación mentres
as  Ciclinas  tipo  B  son  sintetizadas  de  forma  activa.  Como
consecuencia, Cdk1 únese ás Ciclinas tipo B, unha asociación que se
cre  é  esencial  para  a  activación  da  mitose  (Malumbres  M.  and
Barbacid M., 2001). Cdk1 únese de forma preferente a dúas isoformas
de  Ciclina  tipo  B,  B1  e  B2.  O  papel  da  Ciclina  B3  é  aínda
descoñecido. Aínda que algúns estudos parecen indicar que se asocia
principalmente a Cdk1, tamén se suxeriu que pode desenvolver a súa
función uníndose a Cdk2. A  Ciclina B3 pode interactuar coa Cdk2,
aínda que ten un pobre efecto sobre a actividade quinasa da histona
H1. Estableceuse que Cdk2 pode ser parella da Ciclina B3 porque se
viu  o  resultado  da  interacción  Cdk2-Ciclina  B3  en  multitude  de
sistemas, aínda que todos fallan na activación da actividade  quinasa
de Cdk2 asociada á histona H1. Por outra banda, a expresión forzada
da  Ciclina  B3 pode inducir  unha retención  da  célula  na  anafase  e
mesmo máis en G1. A pesar de que o mecanismo polo que isto sucede
descoñécese,  pode  suxerir  que  este  arresto  en  G1  podería  estar
asociado coa capacidade da  Ciclina B3 de valorar os niveis de Cdk2,
permitindo  a  acumulación  de  cantidades  suficientes  de  complexos
Cdk2- Ciclina E ou Cdk2- Ciclina A. Descoñécese como a Ciclina B3
participa na saída da anafase ( Nguyen T. B. et al., 2002).
Pénsase que os complexos Cdk1–Ciclina B regulan gran cantidade de
procesos tanto durante a transición G2-M como durante a progresión a
través da mitose (Nigg, E.A., 2001). Estes complexos poden fosforilar
máis de 70 proteínas nas células de mamíferos. Con todo, a lista de
substratos alternativos de Cdk1-Ciclina B debe ser moito máis ampla,
xa que se identificaron ata 200 substratos de Cdk1 en fermentos, a
maioría  dos  cales  dependen  de  Cdk1  para  fosforilarse  in  vivo
( Ubersax J.A. et al., 2003).
Os complexos Cdk1-Ciclina B participan tamén en diferentes procesos
reguladores  e  estruturais,  especialmente  a  través  de   fosforilacións
proteicas,  como  a  condensación  de  cromosomas  (interacciona  con
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histonas, HMG-I e RIIα), fragmentación do aparello de Golgi (a través
de Nir2, p47, GM130 e GRASP65) e ruptura da lámina nuclear (por
fosforilación  de  diferentes  láminas,  receptor  de  lámina  B  e  do
complexo  do  poro  nuclear).  Outros  substratos  inclúen  algunhas
proteínas de unión a  microtúbulos (dineína, MAP4, MAP1 B, tau),
proteínas implicadas na replicación (MCM2, MCM4, ribonucleósido
reductasa R2), translación (quinasa S6, EF-1), proteólise dependente
de  ubiquitina  (Cdc20,  Cdh1)  e  outras  proteínas  reguladoras
involucradas na progresión mitótica e na saída da mitose (fosfatasas
Cdc25, actopaxina Lats1). Por último, a  inactivación dos complexos
Cdk1-Ciclina B é necesaria para unha adecuada saída da mitose. Esta
inactivación é levada a cabo pola degradación das Ciclinas tipo B vía
ubiquitinación  pola  ruta  proteolítica  regulada  polos  complexos
promotores da anafase ( Harper J. W. et al., 2002). 
2.5.- Papel biolóxico de outras Cdks
      A  Ciclina dependente de quinasa 5 (Cdk5) é un membro da
familia das Cdks que participa na regulación do ciclo celular. A pesar
de que as Cdks requiren a unión ás proteínas activadoras Ciclina, no
caso de Cdk5 actúa dunha maneira única dentro da familia; por unha
banda, non se lle coñece unha función no ciclo celular e, a pesar de
que se expresa en diversos tipos de tecidos, leva a cabo a súa acción
unicamente no sistema nervioso. Por outra banda, as súas proteínas
activadoras  son   p35  e  p39,  que  son  estruturalmente  diferentes  á
Ciclina e teñen un patrón específico de expresión neuronal. Con todo,
tamén puido verse que se une a Ciclinas de tipo E e tipo D, aínda que
os  complexos  que  se  forman  non  teñen  actividade  quinasa
( Kesavapany S. et al., 2004).
Os complexos Cdk5-p35 e Cdk5-p39 fosforilan numerosos substratos
involucrados  na  regulación  da  transcrición  (mSds3,  Stat3,  p53),
función  neural  (tiroxina  hidroxilasa,  Nudel,  Amphiphysin  1,
Munc18a),  migración  (Doublecortin,   Disabled1)  e  transmisión
sináptica (Synapsin1, PSD-95; Cruz  J. C. and Tsai L. H., 2004).
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Cdk7 forma parte, xunto a Ciclina H e MAT1, do complexo quinasa
activador  de  quinasas  dependentes  de  Ciclina  (CAK)  que  é
responsable  da  fosforilación  e  activación de   Cdk1,  Cdk2,  Cdk4 e
Cdk6 e a regulación do ciclo celular.  Ademais,  xunto con outras 6
subunidades, CAK tamén forma parte do factor de transcrición xeral
TFHII,  onde  está  involucrado  na  liberación  do  promotor  e  na
progresión da transcrición desde o preinicio ao estado inicial (Lolli G.
and Johnson L. N., 2005).
En mamíferos, Cdk8 e Ciclina C son compoñentes do complexo da
holoenzima  RNA polimerasa  II  onde  actúan  como  unha  proteína
quinasa  que  fosforila  o  dominio  carboxi-terminal  (CTD)  da
subunidade maior da RNA polimerasa II. O complexo Cdk8-Ciclina C
tamén  se  atopa  en  numerosos  complexos  de  proteínas  similares  a
mediadores, que se viu que in vitro son capaces de frear a transcrición
xa activada dun modo independente ao CTD. Puido verse tamén que
Cdk8-Ciclina  C  pode  regular  a  transcrición  por  sinalización  de
subunidades  de   Cdk7-Ciclina  H  do  factor  xeral  de  iniciación  da
transcrición  IIH  (TFIIH).  Cdk8  fosforila  a  Ciclina  H  nos  seus
dominios  amino-terminal  e  carboxi-terminal,  o  cal  reprime  a
capacidade de TFIIH de activar a transcrición e a actividade quinasa
de CTD. A fosforilación da  Ciclina H por Cdk8 ten un efecto negativo
no crecemento da célula (Akoulitchev S. et al., 2000).
Cdk9, que se activa mediante as Ciclinas de tipo T e de tipo K, xera
factores  de  elongación  de  transcrición  positiva  (P-TEFb).  Estes  P-
TEFb  regulan  positivamente  a  elongación  transcricional  por
fosforilación do dominio C terminal da RNA  polimerasa II (Garriga J.
and Graña X., 2004).
Cdk10 é unha quinasa afín a Cdc2 que está involucrada na regulación
da  fase  G2-M  durante  o  ciclo  celular  porque,  tanto  o  mutante
dominante negativo como o antisentido de Cdk10, frean o ciclo en
G2-M, aínda que non se sabe moito das proteínas que interactúan con
esta quinasa contribuíndo á súa función na célula.
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Cdk10 interacciona co dominio N-terminal do factor de transcrición
Ets2, que funciona como regulador da expresión de Cdk1. O factor
Ets2  contén  un  dominio  de  transactivación  altamente  conservado,
chamado  dominio  Pointed.  O  dominio  Pointed está  implicado  nas
interaccións entre proteínas e requírese que estea intacto para a súa
unión a Cdk10 (Kasten M. and Giordano A., 2001).
A produción de mRNAs en todos os organismos vivos é un proceso
extremadamente complicado que inclúe gran cantidade de actividades
catalíticas como son a transcrición, nivelación, escisión e empalme,
poliadenilación e exportación. Todos estes procesos son controlados
por  un  amplo  grupo  de  proteínas  que  forman  complexos  moi
dinámicos que interaccionan co DNA e co pre-mRNA para coordinar
estas actividades. As  fosforilacións xogan un papel fundamental na
regulación da formación, activación e inactivación destes complexos.
Identificouse  un  crecente  número  de  proteína-quinasas  que  son
capaces de levar a cabo a fosforilación de proteínas involucradas na
produción  de  mRNA.  Cdk11  únese  á  Ciclina  L  e  interactúa  co
principal  precursor  dos  factores  de  empalme do mRNA,  RNPS1 e
9G8.  O  complexo  Cdk11–Ciclina  L tamén   interacciona  coa  RNA
polimerasa  II,  xogando  un  papel  na  produción  de  transcritos  e  a
regulación do procesado de  RNA (Loyer P. et al., 2005).
3.- LA SUPERFAMILIA RAS
Tanto os organismos unicelulares como os multicelulares responden a
sinais  expresados  por  outras  células.  A  organización  celular  e  a
sinalización están fortemente influenciadas pola superfamilia Ras, de
pequenas proteínas de unión a GTP, as cales manteñen un centro de
unión a GTP conservado tanto no que se refire á súa estrutura como ao
seu mecanismo, a pesar das diferenzas nas secuencias e na función.
Estas proteínas de unión a GTP comparten unha actividade enzimática
común, producindo GDP por hidrólise de  GTP (figura 3;Vermellas
A.M. et al., 2012).
A superfamilia  Ras  de  pequenas  guanosinas  trifosfatasas  (GTPasa)
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inclúe ao redor de 150 membros en humanos. Está dividida en cinco
familias principais: Ras, Rho, Arf/Sar, Ran e Rab en función da súa
secuencia e as súas similitudes funcionais. As proteínas de unión a
nucleótidos de guanina regulan gran cantidade de procesos, como a
síntese  de  proteínas,  variados  procesos  de  transporte  e  crecemento
celular  e  diferenciación.  Actúan  como  interruptores  moleculares  e
temporizadores  do  ciclo  entre  os  estados  inactivo,  de  unión  a
guanosina difosfatasa (GDP), e activo, unido a guanosina  trifosfatasa
(GTP).  Estudos  recentes  mostran  que  o  propio  sistema  interruptor
conserva  un  módulo  fundamental  pero  que  os  seus  reguladores  e
efectores son variados tanto nas súas estruturas como nos seus modos
de interacción (Vetter I.R. and  Wittinhofer A., 2001).
Figura 3. Equilibrio entre as formas GTP e GDP. GEFs e GAPs regulan a
cantidade relativa de cada unha das formas.
Estas  proteínas  comparten  unha  serie  de  elementos  de  unión  a
GDP/GTP empezando pola rexión N-terminal. G1,  GXXXXGKS/ T;
G2, T; G3, DXXFQ/ H/ T; G4, T/ NKXD e  G5, C/ SAK/ L/ T. Estes
elementos forman un dominio G de, aproximadamente, 20 kDa que
teñen unha estrutura e unha bioquímica conservada, compartida por
tódalas proteínas da  superfamilia Ras, así como por outras GTPasas.
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Identificouse  unha  secuencia  consenso  que  define  a  unha  proteína
como proteína de unión a  GTP.  Esta  secuencia consenso inclúe os
elementos  GXXXXGK,  DXXG e  NKXD con  espazos  de  40  a  80
aminoácidos entre a primeira e a segunda secuencia e entre a segunda
e a terceira (figura 4; Dever T.E. et al., 1987).
Figura 4. Estrutura do dominio funcional da superfamilia Ras. 
3.1.- La familia Ras
A familia de oncoproteínas Ras (Ras sarcoma) está composta por 36
membros da superfamilia de Ras e foron obxecto de intensos estudos
debido,  en  gran  parte,  ao  seu  papel  fundamental  en  oncoxénese
humana (Repansky G.A.  et al.,  2004). Estas proteínas serven como
nodos  activados  de  sinalización  en  resposta  a  diversos  estímulos
extracelulares,  interactuando  con  diversos  efectores  da  cascada  os
cales  regulan  desde  as  redes  de  sinalización  citoplasmática  ou  o
control  de expresión xénica á regulación da proliferación celular,  a
diferenciación e a supervivencia.
A ruta de sinalización mellor caracterizada de Ras é a activación de
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Ras polo factor de crecemento epidérmico tirosina quinasa RasGEF
Sos (figura 5;  Repasky G.A.  et  al.,  2004).  Únese a Ras activado e
promove a translocación da quinasa serina/treonina Raf á membrana
plasmática,  onde  fosforilacións  posteriores  promoven  a  activación
total  da   quinasa  Raf.  Raf  fosforila  e  activa  a  quinasa  específica
MEK1/2, que á súa vez, fosforila e activa a MAP quinasa  ERK1/2.
ERK  activado  se   trasloca  ao  núcleo  onde  fosforila  factores  de
transcrición da familia Ets, os cales activan os promotores da resposta
a Ets.
Figura 5. Ruta de activación Raf/MAPK/ERK.
Viuse que a transformación inducida por Ras é eficiente a condición
de que se atopen activados  diversos  efectores  directos  agregados á
MAP quinasa Ras e vese inhibida cando se produce a inactivación da
ruta  PI3-quinasa.  Relacionouse  o  reordenamento  da  actina  coa
capacidade  dos  mutantes  de  Ras  de  activar  a  PI3-quinasa.  A
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capacidade  Ras activado de  estimular  PI3K ademais  de Raf  é,  por
tanto,  importante  na  transformación  de  células  de  mamíferos  e
esencial  na  reorganización  do  citoesqueleto  inducida  por  Ras
(Rodriguez  Viciana et al., 1997).
Outras proteínas da familia Ras, como son Rap, R-Ras, Ral ou  Rheb
tamén  regulan  redes  de  sinalización.  Por  último,  aínda  que  son
bioquimicamente similares a Ras, moitas proteínas da familia parecen
actuar como supresores de tumores, máis que como oncoxenes durante
o desenvolvemento tumoral (como  Rerg, Noey2 e D-Ras; Colicelli J.,
2004).
4.- P53
O xene P53 foi descrito por primeira vez en 1979 e foi o primeiro
xene supresor  de tumores  identificado.  Posteriormente,  viuse que a
proteína p53 atópase alterada na maioría dos cancros humanos, e que
na metade destes  casos,  esta  alteración débese a  unha mutación no
xene de p53, aínda que tamén pode deberse a causas indirectas, como
pode ser a elevación dos niveis de inhibidores de p53, como MDM2,
ou  por  unha  diminución  das  moléculas  que  actúan  favorecendo  a
activación da vía  p53, como p14ARF (Hayon I. L. and Haupt E.,2002).
O supresor de tumores p53 regula o crecemento celular en función dos
estímulos  extracelulares  que  recibe,  como son os  de  crecemento  e
supervivencia, da intensidade dos sinais de estrés e doutros factores
como  poden  ser  o  tipo  celular,  o  estado  oncoxénico  da  célula,
destacando o balance Rb/E2F ou o nivel de expresión de p53 e a súa
interacción  con  proteínas  específicas  celulares.  En  función  destes
factores p53 pode inducir tanto o arresto do crecemento celular, que
impide  a  replicación  de  DNA  danado,  como  a  morte  celular
programada (apoptose), que elimina células defectivas (Sionov R.V.
and Haupt E., 1999).
4.1.- Estrutura de p53
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     En humanos, o xene de p53 atópase situado no brazo curto do
cromosoma  17 (17p13).  O xene  ten  aproximadamente  22000 bp  e
organízase en 11 exóns que codifican un mRNA de 2.2 kb. A tradución
comeza no exón 2 (figura 6)
Figura 6. Esquema da estrutura do xene p53 humano.
A  proteína  p53  é  un  polipéptido  de  aproximadamente  400
aminoácidos  (393 en humanos).  Atópase en  forma de  tetrámeros  e
únese directamente ao DNA (Friedman P., Chen X., Bargonetti  J. and
Prives C., 1993).
Esta  presenta,  polo  menos,  dous  dominios  de  oligomerización
autónomos: un dominio forte de tetramerización, que é a rexión  C-
terminal, e un dominio débil, que é a rexión central de unión ao DNA
(figura  7).  Estes  dominios  son  fundamentais  na  formación  dos
tetrámeros e na asociación de tetrámeros na proteína wild type (Wang
P. et al., 1994).
Actúa como factor de transcrición que pode levar a cabo a súa acción
ben  activando  ou  ben  inhibindo  a  transcrición  de  gran  número  de
xenes,  incluíndo  p21WAF1,  GADD45,  14-3-3σ,  bax,  Fas/APO1,
KILLER/DR5, PIG3, Tsp1, IGF- BP3 e outros (o-Deiry W.S., 1998).
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Figura 7. Esquema da estrutura da proteína p53.
A  actividade  de  p53  en  células  normais  debe  estar  altamente
controlada xa que ten efectos inhibitorios sobre o crecemento celular.
Hai múltiples mecanismos que regulan a actividade de p53 debido á
importancia de restrinxir a súa actividade en condicións de ausencia
de estrés oncoxénico. A pesar de que pode estar regulada por factores
como NF-kB ou HOXA, o principal  mecanismo de control  da súa
actividade  vén  dado  polos  seus  niveis.  De  aí  a  importancia  da
regulación da estabilidade da proteína.
4.2.- Estabilización de p53
     p53,  a  miúdo chamado “gardián  do xenoma”,  exerce  as  súas
capacidades como supresor tumoral coordinando un circuíto regulador
que monitora e responde a unha gran variedade de sinais de estrés,
incluíndo  o  dano  ao  DNA,  eventos  oncoxénicos  anormais,  erosión
telomérica e hipoxia (Horn H. F. and  Vousden K.H., 2007; Vousden
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K.H. and Lane D.P., 2007). p53 é un factor de transcrición secuencia-
específico e responde a eses eventos de estrés mediante a regulación
da  progresión  do  ciclo  celular,  apoptose,  reparación  do  DNA,
senescencia, metabolismo celular ou autofaxia (Kruse J. P. and Gu W.,
2009).  Certos  estudos  suxiren  que  unha  actividade  pouco
convencional  de  p53,  como  a  regulación  metabólica  e  a  función
antioxidante,  son  fundamentais  na  supresión  de  tumoroxénese
espontánea en fase temperá (Li T. et al., 2012).
Co obxecto de coordinar a gran variedade de procesos celulares, p53
precisa  unha  refinada  e  complicada  regulación  que  consiste  en
numerosos  moduladores,  tanto  positivos  como  negativos.  En
homeostase,  o  nivel  de  p53 mantense  baixo  e  a  función de  p53 é
reprimida por reguladores negativos HDM2 (en ratos o seu  ortólogo é
mdm2) e  HDMX (en ratos  mdmX; Kruse J.  P.  and Gu W.,  2009).
Baixo condicións de estrés, con todo, p53 é estabilizado, desaparece a
represión, e é activado nunha sección específica do seu promotor.
Un  dos  principais  mecanismos  polos  que  a  actividade  de  p53  é
regulada é a través do control da estabilidade proteica. Viuse que se
realiza a través da degradación dependente do  proteosoma seguido de
ubiquitinación (Dai  C.  and Gu W.,  2010).  A través  dunha serie  de
pasos, múltiples copias dun pequeno péptido chamado ubiquitina son
engadidos a p53. Estas cadeas de ubiquitina actúan como marcador
facendo  posible  que  p53  sexa  detectado  pola  maquinaria  de
degradación de proteínas. A proteína MDM2 ten actividade ligasa E3
e é un dos enzimas involucrados na marcaxe de p53 con ubiquitina.
Este proceso está suxeito a ciclos de retroalimentación, de modo que
p53 únese á rexión reguladora do xene de MDM2, estimulando a súa
transcrición. Á súa vez, a proteína únese a p53 e favorece a unión de
grupos ubiquitina que provocan a  súa degradación.  Ao diminuír  os
niveis de p53, diminúe tamén a transcrición de MDM2, polo que a
degradación de p53 sería menor e os seus niveis volverían aumentar
(Vogelstein B., Lane D. and Levine A. J., 2000).
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MDM2 é fundamental na regulación de p53 en ausencia de factores
exóxenos,  de  tal  maneira  que  se  observou  que  a  eliminación  de
MDM2 en ratos  provoca  letalidade  embrionaria  por  apoptose.  Dita
letalidade vese revertida en caso de eliminación de p53,  obténdose
embrións  normais  e  viables,  aínda  que  cunha  maior  tendencia  a
desenvolver  tumores  pola ausencia de p53 (Jones S.  N.,  Roe A.E.,
Donehower L.A. and  Bradley A., 1995).
Ademais de regular a estabilidade de p53 por ubiquitinación,  Mdm2
interacciona  coa  rexión  N-terminal  de  p53  que  contén  o  dominio
transcricional  principal  (Momand  J.,  Zambetti  G.  P.,   Olson  D.,
George D. and Levine A. J., 1992). Debido a esta interacción, interfire
na  actividade  de  p53  impedindo  que  se  una  a  coactivadores
transcricionais,  como  p300/CBP  (Wadgaonkar  R.  and  Collins  T.,
1999).
Polo  visto  anteriormente,  a  regulación  dos  niveis  de  Mdm2  é
fundamental  para  a  regulación  de  p53,  xa  que  interaccionan  e
regúlanse  mutuamente.  Unha  diminución  nos  niveis  de  Mdm2
provoca a estabilización de p53 e o inicio da súa función como factor
transcricional. 
Describíronse  numerosas  ubiquitin-ligasas  con  MDM2 xogando  un
papel predominante tanto no control dos niveis  basais de proteína p53
nas  células  sen  estrés  como restablecendo  devanditos  niveis  tras  a
resposta a unha situación de estrés (Grossman S. R. et al., 2003; Haupt
E. et al.,1997;  Kubbutat M. H. et al. 1997; Shi D. et al., 2009; Chen
D. et al., 2005).
Unha das causas de inhibición da expresión de Mdm2 son os sinais de
estrés oncoxénico, como radiación ultravioleta, hipoxia ou substancias
citotóxicas; neste caso, redúcense os niveis de mRNA de MDM2, e
por tanto da proteína, por unha ruta independente de p53, provocando
un  incremento  dos  niveis  de  p53.  A proteína  p53  atópase  entón
activada e actuando como factor transcricional o que lle permite levar
a  cabo  as  súas  funcións  iniciando  a  apoptose  ou  o  arresto  celular
(Freedman D.A., Wu L. and Levine A. J., 1999).
Por outra banda, Mdm2 pode ser fosforilado por diversos residuos en
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dúas  rexións  concretas,  o  dominio  N-terminal  de  unión  a  p53  e  a
rexión central acídica, que participa no transporte núcleo-citoplasma,
na unión de p19ARF e na  ubiquitinización de p53 (Hai T. J. and Meek
D. W.,  2000).  A  fosforilación de MDM2 pode ocorrer  de maneira
dependente de ATM e actuar en distintos lugares. Así, pode interferir
na  unión  de  MDM2  con  p53  por  fosforilación  na  rexión  amino-
terminal  ou  ben,  impedir  a  ubiquitinización  de  p53  por  actuar  no
dominio carboxi-terminal (Khosravi R. et al., 1999).
A ubiquitinación  proteica  é  un  proceso  reversible  e  describíronse
moitas  familias  enzimáticas  con  capacidade   desubiquitinadora
incluíndo  o  OTU,  as  proteasas  ubiquitin-específicas  (USPs),  a
hidrolasa  ubiquitin  C-terminal  (UCHs),  MJD  e  as  metaloenzimas
Jab1/MPN/ Mov34 (JAMM) (Nijman S.M. et al., 2005). As enzimas
desubiquinadoras  (DUBs)  demostraron  un  papel  na  escisión  da
ubiquitina  desde  os  precursores  traslacionais  e  no  mantemento  dos
niveis de  ubiquitina libre na célula. Por iso, estas actividades poden
antagonizar  as  funcións  da ubiquitinación na célula  (Komander  D.,
Ciague M. J. and Urbé S., 2009).
OTUD5 pertence a unha subfamilia de 14 DUBs caracterizada por ter
un  dominio  OTU.  Observouse  que  OTUD5  xoga  un  papel
fundamental na resposta de p53 ao estrés por dano xenómico xa que
interacciona  directamente  con  p53,  formando  un  complexo  e
controlando o seu ubiquitinación. É requirida para permitir a rápida
activación da transcrición e a apoptose dependentes de p53 en resposta
ao dano do DNA por estrés ( Luo J. et al., 2013).
Ademais,  pequenas  modificacións  nas  ubiquitinas  (SUMO-1)  ou  a
acción  de  proteínas  como  p19ARF,  poden  tamén  favorecer  a
estabilización de p53 ao impedir unha ubiquitinización eficaz. Tamén
pode producirse a formación de complexos de MDM2 con proteínas
como  p19ARF ou  pRb,  que  levan  consigo  o  inicio  da  transcrición
dependente de p53 (Buschmann T. et al., 2000). 
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4.3.- Activación da ruta de p53
      p53 actívase en resposta a unha variedade de sinais de estrés
celular  como  é  o  dano  ao  DNA,  a  activación  de  oncoxenes,  e  a
depleción de nucleótidos (Mandinova A. and Le S. W., 2011; Vousden
K. H. and Prives C., 2009). Como un auténtico factor de transcrición,
p53 transactiva os seus xenes diana en resposta a estes sinais de estrés,
resultando en arresto de ciclo celular, senescencia ou apoptose, o que
prevén a proliferación de células danadas (Brooks C. L. and Gu W.,
2010).
Figura 8. Activación de p53 mediada por oncoxenes.
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A ruptura  dunha  molécula  dunha  cadea  dobre  de  DNA pode  ser
suficiente para provocar o incremento dos niveis de p53 (figura 8).
Ademais da elevada sensibilidade que esta ruta presentaba polo dano
no DNA, observouse  que  podía  ser  activada  por  outros  sinais.  De
feito, coñécense polo menos tres rutas independentes polas que a vía
de p53 pode estar activada:
- dano no DNA, como pode ser o causado por radiación ionizante.
Neste  caso,  a  activación  da  vía  de  p53  depende  de  dúas  proteína
quinasas, ATM e Chk2, que fosforilan os residuos Ser15 e Ser20 de
p53. ATM actúa en presenza de rupturas  de dobre fío mentres que
Chk2 é, á súa vez, estimulada por ATM ( Hirao A.  et al., 2000)
- sinais de proliferación aberrantes, por expresión de  oncoxenes como
Ras  ou  Myc.  Neste  caso,  a  activación  da  vía  depende  de  p19ARF,
debido á  súa interacción con Mdm2 (Sherr  C. J.  and Weber  J.  D.,
2000)
- a través de substancias quimioterápicas, radiación UV e  inhibidores
da proteína-quinasa. Neste caso, a activación é independente de ATM,
Chk2 ou ARF, pero si  están involucradas  ATR e Casein-quinasa II
( Meek D. W., 1999).
4.4.- Consecuencias da activación da ruta de p53
      A activación de p53 está ben estudada e implica o recrutamento
directo dos tetrámeros de p53 aos seus elementos resposta en presenza
dos promotores  dos  xenes  diana  (Kitayner  M.  et  al.,  2006).  Foron
identificadas máis de 100 dianas transcricionais directas de p53 (Riley
T. et al., 2008).
Unha  vez  estabilizada  e  activada  a  proteína  de  p53,  comeza  a
desenvolver a súa función como factor transcricional, que pode ter un
efecto  activador  ou  pode  tamén  reprimir  transcricionalmente  a
expresión dun gran número de xenes (Ho J. and  Benchimol S., 2003).
Esta  represión  pode  ocorrer  de  modo  directo  ou  indirecto.  Os
46
mecanismos  directos  implican  o  recrutamento  de  p53  ás  rexións
promotor  dos  xenes  diana  (Vousden   K.  H.  and  Prives  C.,  2009;
Bohlig  L.  and  Rother  K.,  2011).  Observouse  que  isto  ocorre  ben
mediante  a  unión  directa  de  p53  ao  elemento  de  resposta  ou  ben
mediante  a  interacción  doutros  factores  de  transcrición  aos  seus
respectivos lugares de unión (Bohlig L. and Rother K., 2011). 
A represión indirecta mediada por p53 viuse a través da activación da
súa diana transcricional directa, p21 (Laptenko Ou.  and Prives C.,
2006),  que  é  un  membro  da  familia  Ink4a/Cip1  de  inhibidores  de
Ciclinas dependentes de quinasa (Cdk), inducindo a parada do ciclo
celular  ao unirse e inhibir  os complexos  Cdk4-Ciclina D e Cdk6-
Ciclina D o que resulta nunha defosforilación e activación da proteína
retinoblastoma  Rb,  a  cal  secuestra  ao  factor  de  transcrición  E2F
reprimindo  a  transcrición  dos  xenes  involucrados  no  ciclo  celular
(Sherr C. J.  and Roberts J.M., 1999).  O mecanismo de represión a
través  de  p21  implica  o  recrutamento  dos  complexos  de  represión
E2F4 a estes promotores diana. A indución de p16 tamén desregula as
dianas  de  represión  de  p53,  o  que  implica  a  participación  da  ruta
compartida  Rb-E2F.  Móstrase  como  en  resposta  da  indución  de
ámbolos dous,  p53 e p21, os complexos E2F4 son especificamente
recrutados aos promotores desas dianas de represión de p53 (Benson
E. K. et al., 2013).
En resumo, os xenes aos que modula p53 poden levar a cabo catro
tipos de funcións:
-  Regulación do ciclo celular. Por estimulación directa da expresión
de p21WAF1/CIP1,  que como se viu anteriormente,  é un  inhibidor  das
Cdks. De feito, p21WAF1/CIP1  inhibe a actividade de Cdk4 e Cdk2 xa que
unha vez activado, únese tanto ao complexo Cdk4-Ciclina D como a
Cdk2-Ciclina E inhibindo a súa actividade quinasa.  (Hei  G.  et  al.,
2005).  Ademais,  outras proteínas como 14-3-3σ ou Reprimo poden
interferir cos complexos Ciclina-Cdk provocando o arresto celular.
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-  Apoptose. Gran  cantidade  dos  xenes  activados  por  p53  son
responsables  do  inicio  da  morte  celular  programada.  Así,  BAX,
regulado transcricionalmente por p53, pertence á familia de Bcl-2 e é
mediador da apoptose inducida (Selvakumaran M. et al., 1994). Viuse
tamén que o xene p53 AIP1 é diana de p53. A proteína mitocondrial
p53 AIP1 induce apoptose por perda de Δψ m, potencial da membrana
interna  da  mitocondria  (Oda  K.   et  al.,  2000).  Así  mesmo,  unha
sobreexpresión da proteína mitocondrial NOXA induce apoptose (Oda
E. et al., 2000). Tamén os receptores TNF e Fas poden desencadear a
morte celular programada. Doutra banda, p53 pode provocar apoptose,
por  estimulación  mitocondrial,  que  produce  un  exceso  de  especies
reactivas de osíxeno (ROS) altamente tóxicas (Volgestein  B., Lane D.
and Levine A. J., 2000).
-  Inhibición  da  neovascularización. Durante  o  desenvolvemento
tumoral, prodúcese un proceso de anxioxénese, crecemento de novos
vasos  que  permiten  ás  células  oncoxénicas  obter  o  osíxeno  e  os
nutrientes que precisan para seguir crecendo. Neste punto, p53 actúa
impedindo esa nova vascularización xa que regula a transcrición de
xenes como Tsp1 e BAI1, que provocan a inhibición da anxioxénese
(Nishimori H. et al., 1997; Van Meir E. G. et al., 1994).
-  Estabilidade xenética.  p53 pode controlar a reparación do  DNA,
evitando  a  acumulación  de  erros  que  poden  conducir  ao
desenvolvemento  dun  proceso  oncoxénico,  xa  que  regula  a
transcrición de xenes como p53 R2, que codifica unha ribonucleótido-
reductasa capaz de promover a reparación do DNA sometido a estrés
oncoxénico (Tanaka H. et al., 2000).
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5.- RB 
Hai máis de 50 anos, observouse un tumor infantil que se manifestaba
de  forma  espontánea  (Falls  H.  F.  and  Neel  J.V.,  1951),  o
retinoblastoma,  e,  a  pesar  de  ser  pouco  frecuente,  a  súa  xenética
atípica  ofreceu  unha  ferramenta  coa  que  comprender  a  etioloxía
dalgúns  cancros  humanos.  Barallouse  a  hipótese  de  que  o
retinoblastoma fose o resultado de dúas mutacións e que o fenotipo
tumoral  non  se  manifestase  a  menos  que  ámbalas  copias  do  xene
estivesen  danadas,  fosen  os  eventos  herdados  ou  espontáneos
(Knudson A. G., 1971). A clonación do xene de retinoblastoma (RB;
Friend S. H. et al., 1986) e a identificación das mutacións bialélicas de
RB nos tumores retinoblastoma serviron de apoio para a hipótese dos
dous eventos e  validaron o concepto de xene supresor de tumores.
Numerosos  tumores  humanos  presentan  mutacións  e  delecións  no
xene de Rb e a perda alélica herdada incrementa a susceptibilidade á
oncoxénese (Dunn J.M. et al., 1988).
5.1.- Pocket proteins
      A proteína retinoblastoma (pRB) e os seus afíns, p107 e  p130
configuran  a  familia  de  proteínas  reguladoras  do  ciclo  celular
chamadas  pocket  proteins (o termo  pocket  protein deriva da rexión
pocket de unión, altamente conservada). Estas proteínas son coñecidas
polo  seu  papel  de  contención  na  transición  G1-S  mediante  a
regulación dos xenes de resposta E2F. pRB e o par p107/p130 son
necesarios  na  represión  de  distintos  conxuntos  de  xenes,
principalmente a través da súa interacción selectiva cos xenes E2F que
se asocian a elementos específicos do promotor. Ademais de regular
os xenes E2F de maneira reversible, as pocket proteins contribúen ao
silenciamento  dos  devanditos  xenes  en  células  que  experimentan
senescencia  ou  diferenciación.  Afectan  tamén  á  transición  G1-S  a
través de mecanismos independentes de E2F, como son a inhibición de
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Cdk2 ou a estabilización de p27Kip1, que están implicados no control
da saída de G0.
Observouse que RB estaba mutado en multitude de tipos tumorais,
como cancro de pulmón (Harbour J. W. et al., 1988), mama (Le E.E.
et al., 1988) ou vexiga (Horowitz J.M. et al.,1989), e que a proteína
que codifica, pRb, está amplamente expresada e regulada de maneira
importante e que ten un papel fundamental no ciclo celular (Le W. H.
et  al.,  1987;  Buchkovich  K.  et  al.,  1989).  Estudos  posteriores
mostraron que pRb actúa de forma conxunta coas súas dúas proteínas
afíns, p130 e  p107, regulando a proliferación na maioría, senón en
todos, os tipos celulares (Harrington E.A. et al., 1998; Smith E. J. et
al., 1998). Parece evidente que as pocket proteins son as participantes
principais dunha rede de regulación de xenes que organiza a resposta
celular a sinais antimitoxénicas e cuxa desregulación constitúe un dos
acenos  de  identidade  do  cancro  (Hanahan  D.  and  Weinberg  R.A.,
2000).
5.2.- Estrutura de Rb
O xene humano RB1 está localizado no brazo longo do cromosoma 13
(13 ql4). Consta de 200 kb e organízase en 27 exóns que codifican un
mRNA de 4,7 kb (figura 9). A proteína pRb é un polipéptido de 110
kDa de peso e 928 aminoácidos. A lonxitude dos exóns individuais
varía entre os 32 e os 1.889 bp. Por outra banda, os intróns varían de
tamaño entre as máis de 60 kb que mide o máis extenso e as 80 bp o
menor (Friend S. H. et al., 1986; Hong F.D. et al., 1989). RB contén
dous dominios estruturados coñecidos como o N-terminal e o dominio
Pocket, así como un dominio C-terminal (RbC), duns 150 residuos.
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Figura 9. Estrutura do xene RB.
A transcrición de RB iníciase en múltiples puntos e as secuencias que
rodean os sitios de iniciación teñen un alto contido en G e C. Moitas
características  do  promotor  do  xene  RB1  lembran  características
asociadas cos xenes housekeeping, seguindo o seu patrón de expresión
ubicua (Hong F.D. et al.,1989).
A rexión carboxi-terminal  é  fundamental  xa que  contén  o  sinal  de
localización nuclear (NLS) e os dominios responsables de HDAC1. O
NLS controla  o transporte  das proteínas Rb dende o citoplasma ao
núcleo; está formado por dous grupos de residuos básicos separados
por un tramo de aminoácidos incluíndo residuos de prolina (Dingwall
C. and  Laskey R.A., 1991). O sinal de localización nuclear funciona
tamén  para  transportar  as  proteínas  E2F4  e  E2F5,  as  cales  non
presentan o NLS.
A rexión  carboxi-terminal  é  tamén  responsable  da  interacción  con
diversas  moléculas:  é  necesaria  e  suficiente  para  a  formación  dun
complexo  Rb-PP1c  inhibindo  a  actividade  catalítica  do  enzima
(Tamrakar S. and Ludlow J. W., 2000), presenta unha secuencia que
interacciona cos complexos Ciclina-Cdk (Adams P.D.  et al.,  1999),
únese fisicamente a Mdm2, de forma que esta inhibe a súa función de
regulación do crecemento (Xiao Z. et al., 1995), combínase coa rexión
N-terminal  de  Skp2  interferindo  na  unión  de  Skp2  con  p27  e
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impedindo a ubiquitinación desta ( Ji P. et al., 2004), inhibe a acción
quinasa da tirosina quinasa nuclear c-Abl ao unirse á súa rexión C-
terminal (Welch P. J. and  Wang J.E., 1995).
A  familia  das  proteínas  Rb  mostran  unha  conformación  estérica
peculiar  debido  á  rexión  pocket,  que  é  responsable  de  moitas  das
interaccións proteína-proteína na homeostase do ciclo celular (Paggi
M.G. et al.,1996). A rexión pocket  está caracterizada estruturalmente
por dous dominios funcionais conservados (A e B) separados por un
espazador (S), que varía en función da proteína. Membros da familia
E2F de factores de transcrición interactúan cos dominios A e B da
zona pocket (Puri N.   et al., 1999), así como proteínas que posúan o
motivo LXCXE, como as oncoproteínas de moitos virus tumorais (Le
J. Ou.  et al., 1998), as Ciclinas de tipo D (Weinberg R.A., 1995) e
HDAH. 
5.3.-  Activación  e  inactivación  de  RB.  Consecuencias  no
control do ciclo
      Nun tecido normal, operan múltiples sinais antiproliferativas para
manter a homeostase celular e tisular, entre as que se inclúen distintos
inhibidores  do  crecemento  que  se  atopan  aloxados  na  matriz
extracelular  e  nas  superficie  das  células  próximas.  Estes  sinais
inhibitorios do crecemento, como ocorre coas activadoras, recíbense
nos  receptores  transmembrana  da  superficie  celular  axustados  a
circuítos  de  sinalización  interna.  Os  sinais  anticrecemento  poden
bloquear  a  proliferación por  dous mecanismos diferentes.  Por unha
banda,  as  células  poden  saír  do  ciclo  proliferativo  entrando  en
quiescencia  (G0),  que  abandonarán  no  futuro  se  os  sinais
extracelulares o permiten,  e,  de forma alternativa,  as células poden
verse obrigadas a renunciar ao seu potencial  proliferativo de forma
permanente  ao  inducirse  o  seu  paso  a  estados  posmitóticos,
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xeralmente asociados á adquisición de trazos específicos asociados a
diferenciación (Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011).
Gran parte dos circuítos que permiten a células normais responder os
sinais  de crecemento asócianse cun mecanismo de control  do ciclo
celular que regula o tránsito da célula a través da fase G1 do ciclo. As
células rastrexan o seu ambiente externo nese momento e, en base aos
sinais  detectados,  deciden  se  proliferan,  entran  en  repouso,  ou
evolucionan a un estado posmitótico.
A nivel molecular, moitos, senón todos, os sinais antiproliferativos son
canalizados a través da proteína retinoblastoma (pRb) e as súas dous
afíns, p107 e p130. Cando se atopa nun estado  hipofosforilado, pRb
bloquea a proliferación mediante o secuestro e a alteración da función
de factores de transcrición E2F que controlan a expresión de xenes
esenciais  para a  progresión de G1 á fase S (Weinberg R.A.,  1995;
Nevins J. R., 1992).
Como  pode  verse  na  figura  10,  os  complexos  formados  entre  as
pocket  proteins e  os  membros  da  familia  E2F  modulan  o
funcionamento dunha rede que controla o avance da división celular.
En concreto, regúlase a transcrición dos xenes que controlan a entrada
en  mitose  e  a  progresión  a  través  da  mesma,  e  coordinan  estes
programas do ciclo celular con mecanismos transcricionais a través
dos cales se dirixe o control dos  checkpoints, a resposta ao dano no
DNA, a apoptose, a diferenciación e o desenvolvemento (Ishida S. et
al., 2001; Muller H. et al., 2001; Polager S. et al., 2002; Ren B. et al.,
2002; Weinmann A.S.  et al., 2002;  Dimova D. K.  et al., 2003). Por
tanto, a liberación de E2Fs do seu complexo con Rb ten consecuencias
moito  máis  amplas  que o  simple  aumento  da  proliferación.  Tamén
explica  a  propensión  das  células  tumorais  a  entrar  en  apoptose,  a
presentar defectos na regulación dos checkpoints, a ter unha resposta
alterada  ao  dano  no  DNA e  a  resistir  os  efectos  dos  axentes  de
diferenciación.
En caso de producirse a fosforilación de Rb, libérase E2F permitindo
o avance do ciclo e, por tanto, a proliferación celular.
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Algúns factores de sinalización como TGF-beta,  actúan tratando de
impedir  a  fosforilación  que  inactiva  pRb.  Para  iso,  pode  actuar
suprimindo a expresión do xene c-myc, que regula a maquinaria do
ciclo  en  G1 (Pietenpol  J.A.  et  al.,  1990).  Tamén pode favorecer  a
síntese  de  inhibidores  de  Ciclinas  dependentes  de  quinasa  como
p15INK4 (Rich J. N. et al., 1999) e p21, o que diminúe a actividade das
Cdk2,  favorecendo a hipofosforilación de pRb (Datto M. B.  et  al.,
1997).
Figura 10. Ruta de activación/desactivación de Rb mediante a
unión a E2F segundo o seu grao de fosforilación.
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A ruta de actuación de pRb, que como se indica anteriormente, está
controlada  en  parte  tanto  polo  factor  TGF-beta  como  por  outros
factores extrínsecos, pode verse interrompida ou alterada de diversas
formas  nos  diferentes  tipos  tumorais  (Fynan  T.M.  and  Reiss  M.,
1993):
- perda da capacidade de resposta a TGF ben por unha  desregulación
dos  receptores  TGF  ou  ben  pola  existencia  de  receptores
disfuncionais, como ocorre no receptor TGF-beta tipo II (Fynan T.M.
and Reiss M., 1993; Markowitz S. et al., 1995) 
- eliminación da proteína citoplasmática Smad4, que intervén na ruta
de  sinalización  de  TGF-beta  actuando  mediante  ligandos  nas  súas
dianas, por deleción ou mutación intraxénica (Miyaki M. and Kuroki
T., 2003). 
-  alteración  da  función  dos  inhibidores  de  quinasa  dependente  de
Ciclina, p15INK4B e p16INK4A, por mutación do locus INK (Chin L.  et
al., 1998; Caputi M. et al., 2005).
- perda da capacidade de resposta de Cdk4 ás accións  inhibitorias de
p15INK4B debido  a  mutacións  con  alteracións  de  aminoácidos,
Arg24Cys, no seu dominio de interacción  INK4A/B, que non afectan,
con todo, á súa capacidade de unirse a Ciclinas. Os complexos Cdk4-
Ciclina  D resultantes  teñen  entón  vía  libre  para  inactivar  pRb por
hiperfosforilación (Zuo L. et al., 1996) 
-  deleción  ou  mutación  do xene  de  RB perdéndose  a  proteína  Rb
funcional, obxectivo final desta vía. A perda da  heterocigosidade dos
xenes  supresores  de  tumores  é  observada  en  gran  variedade  de
tumores  celulares,  incluíndo  retinoblastomas,  osteosarcomas  e
carcinomas de pulmón ( Bignon E. J. and Rio P., 1993).
-  interrupción  da  función  de  pRb en  certos  tumores  inducidos  por
virus, os carcinomas cervicais en particular, debido ao seu secuestro
mediante  oncoproteínas  virais  que  se  asocian  a  ela  formando
complexos e desprazando a E2F, como ocorre coa  oncoproteína E7 do
virus do papiloma humano tipo 16 ( Dyson  N.  et al., 1989). De modo
similar  ocorre  en  linfomas  non  Hodgkin  e  linfoma  de  Burkitt
asociados a SIDA (Cinti C. et al., 2000; Lazzi S. et al., 2002).
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-  desactivación  da  expresión  de  integrinas  e  outras  moléculas  de
adhesión  celular  que  envían  sinais  anticrecemento  por  parte  das
células tumorais, favorecendo en cambio os que transmiten sinais de
crecemento;  estes  sinais  anticrecemento  baseadas  en  adherencia  é
probable que tamén interveñan na ruta de pRb. 
-  sobreexpresión  da  Ciclina  D1  que  provoca  unha  fosforilación
constitutiva de Rb e por tanto, perda da regulación de E2F, presente en
numerosos tipos tumorais como adenomas paratiroideos, linfomas de
células B ou carcinomas de células escamosas (Hunter T. and Pines J.,
1994).  Observouse  que  esta  desregulación  pode  aparecer  tamén
noutras Ciclinas de G1 como D2, D3 e E asociadas a tumoroxénese
( Keyomarsi K. et al., 1995).
O concepto e a importancia da perda dun supresor tumoral no cancro
quedan  reflectidos  no  feito  de  que  o  papel  de  Rb  como  nodo  de
control  do  circuíto  de  regulación  da  proliferación  celular  vese
alterado,  dun  modo  ou  outro,  na  maioría  dos  cancros  humanos
(Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011;  Malumbres M. and Barbacid
M., 2001). 
5.4.- Outras funcións de Rb
     Moitos dos aspectos da función de pRb no ciclo celular coñécense
desde hai máis de 20 anos (Weinberg R.A., 1995). Por entón, sabíase
que pRb era unha proteína nuclear que se atopaba hipofosforilada en
repouso ou fase G0 e que incrementaba o seu nivel de fosforilación
durante o paso por G1, manténdose hiperfosforilada durante a  mitose.
A represión exercida polas proteínas Rb require os dominios A e B
conservados das pocket protein e parece implicar a asociación doutras
proteínas  ademais  dos  factores  E2F.  As  proteínas  Rb  reprimen  a
transcrición pola remodelación da estrutura da cromatina a través da
interacción  con  proteínas  tales  como  hBRM,  BRG1,  HDAC1  e
SUV39  H1  (Shao  Z.  and  Robbins  P.D.,  1995),  que  están
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respectivamente  involucrados  na  remodelación  do  nucleosoma,  a
acetilación/desacetilación de histonas e metilación. Tanto BRG1 como
hBRM demostraron asociarse co pRB e estar implicadas na represión
mediada por pRb. Non se require unha interacción física entre pRb e
BRG1 para a detención do crecemento e a represión  transcricional
dos xenes diana de E2F inducidas polo pRB (Kang H.  et al.,2004;
Cobrinik D., 2005).
A  proteína  Rb  ten  tamén  un  papel  importante  no  proceso  de
diferenciación de multitude de tecidos. A evidencia máis convincente
da importancia de Rb na diferenciación celular vén dada do estudo dos
ratos  knockout para Rb, xa que presentan letalidade embrionaria na
semana 14 de xestación  debido a  defectos  no  desenvolvemento  do





O estudo das lesións xenéticas máis frecuentes nos glioblastomas dan
conta da importancia que ten a eliminación funcional de p53 e Rb no
desenvolvemento  deste  tipo  de  tumores.  Baseándonos  en  estudos
previos realizados no noso grupo, nos que se analizaba a ausencia de
p53  (datos  non  publicados)  e  de  Rb  (Seoane M. et  al.,  2008),
quixemos ver se a falta de ámbolos dous xenes supresores de tumores
ten un efecto aditivo ou chega a haber un efecto sinérxico. En base a
isto, xurdiu o obxectivo deste traballo:
- Determinación do papel de p53 e Rb na evolución dos astrocitomas




1.-  RATOS MODIFICADOS XENETICAMENTE.  CONDICIÓNS DE
ESTABULACIÓN
As colonias de ratos estabuláronse baixo as condicións de aloxamento
e manexo establecidas no RD 53/2013, do 1 de febreiro, que recolle a
protección que deben ter os animais empregados en experimentación.
O proxecto autorizado ten o número 15010/15/002.
Os animais mantivéronse no animalario do Centro de Investigación en
Medicina  Molecular  e  enfermidades  Crónicas  (CIMUS)  de
Universidade  de Santiago de Compostela,  rexistrado co número de
REGA 150780275701  onde  se  mantiveron  en  condicións  libres  de
patóxenos (SPF) en microaisladores, con ciclos de luz/escuridade de
12 horas e alimentación ad libitum.
A eutanasia realizouse por inhalación de CO2..
Os ratos empregados para os experimentos son das cepas  FVB.129-
Trp53 tm1 Brn  e FVB.129-Rb1tm2 Brn. Ditas cepas presentan unha
mutación  condicional  nos  xenes  endóxenos  p53  e  Rb,
respectivamente.
Dita mutación consiste na presenza de dous sitios loxP flanqueando,
no caso de p53, os exóns 2 a 10, e no caso de Rb, o exón 19. Estes
sitios loxP van permitir  a eliminación do DNA que haxa entre eles
empregando a recombinasa Cre, facilitando a perda da  funcionalidade
destes xenes no momento desexado.
2.- CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS
Os astrocitos conséguense a partir de ratos neonatos, de tres días de
idade,  FVB.129-Trp53 tm1 Brn obtidos  do  NCI  (Jonkers  J.  et  al.,
2001) e ratos FVB.129-Rb1tm2 Brn obtidos do MMHCC (Mariño S.
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et  al.,  2000)  previamente  cruzados  entre  eles  ata  conseguir  os
homocigotos.  A  extracción  das  células,  astrocitos  knock-out
condicionais  de  p53  e  Rb,  realízase  en  condicións  de  esterilidade,
empregándose  para  iso  os  cerebros  dos  neonatos  dunha  mesma
camada.  Posteriormente,  as  células  obtidas  son  homoxeneizadas
mediante disgregación e peneiradas a través dun filtro de 40 μm de
malla.  Tras  centrifugalas  5  minutos  a  1000  g,  as  células  son
resuspendidas  en  DMEM  complementado  cun  1%  de  glutamina
(Sigma)  ao  que  engadimos  un  10%  de  FBS  (Invitrogen)  e
posteriormente,  son sementadas  en placas  de 10 cm de diámetro  e
mantidas a 37º  C e 5% de CO2  (McCarthy  K.D. and de Vellis  J.,
1980).  Despois  de  24  horas,  e  tras  lavalas  con PBS para  eliminar
restos celulares non fixados, múdase o medio de cultivo por medio
fresco e déixanse medrar as células por 7 días.
3.- INFECCIÓN RETROVIRAL
Empréganse células empaquetadoras  de retrovirus Phoenix (cedidas
polo  prof.  Nolan;  Grignani  F. et  al.,  1998)  que  previamente  son
transfectadas mediante fosfato cálcico (Sayer  J.A.  et al., 2004) cos
vectores retrovirais pBABE-Puro,  pBABE-Puro-HRasV12, PIG-Puro,
PIG-Cre. Seméntanse 2,5x106 células Phoenix en placas de 10 cm de
diámetro. Ás 24 horas e ás 48 horas da  transfección cámbiaselles o
medio e ás 72 horas recóllese o sobrenadante coas partículas virais e
penéirase mediante un filtro de 0,45 μm. O devandito sobrenadante
filtrado é utilizado posteriormente para infectar os astrocitos p53flox/flox
previamente  sementados.  Engádese  ao  medio  polibreno  (Sigma)
nunha concentración de 4 μg/ml. 
Coa  combinación  dos  diferentes  sobrenadantes  infectantes,
obtivéronse  4  grupos  de  astrocitos  infectados  (p-BABE-Puro/PIG-
Puro,  p-BABE-Puro-HRasV12/PIG-Puro,  p-BABE-Puro/PIG-Cre  e  p-
BABE-Puro-HRasV12/ PIG-Cre),  levando  todos  eles  a  resistencia  a
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puromicina.
Tras 48 horas de incubación das células no sobrenadante infectante, os
astrocitos  infectados  son  seleccionados  mediante  tratamento  con
puromicina 2 μg/ml durante 48 horas.
4.- ENSAIOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR
Seméntanse,  por  triplicado,  5x103  astrocitos,  previamente
seleccionados,  por  pozo  en  placas  de  24  pozos.  As  medidas  de
proliferación  tómanse  cada  48  horas  a  partir  do  primeiro  día  tralo
cultivo. Despois de lava-las células con PBS, fíxanse mediante unha
disolución  1:3  de  acedo  acético  e  metanol,  durante  15  minutos;  a
continuación,  tínguense  os  astrocitos  con  cristal  violeta  (Sigma)
diluído  ao 0,1% en PBS.  Tras  30 minutos,  procédese a  realizar  os
lavados  necesarios  para  retirar  o  exceso  de  tinguidura.  Por  último,
retírase con acedo acético ao 10% o colorante fixado á parede celular
e cuantifícase no  espectrofotómetro a 590 nm de lonxitude de onda
( Squires M. S, Nixon P.M. and Cook S. J., 2002).
5.- ENSAIOS DE SENESCENCIA E APOPTOSE
 
Trala  selección  co  antibiótico,  seméntanse  por  triplicado  5x103
astrocitos  por  pozo  en  placas  de  24  pozos.  O  6º  día  tralo  cultivo
cuantifícase  o  número  de  células  senescentes.  A   senescencia
determínase  co  kit  de  tinguidura  de  SA-β-galactosidasa  (Cell
Signaling). 
Para  a  cuantificación  de  células  apoptóticas  utilízase  o reactivo  de
Hoechst  33258  (Sigma)  e  déixanse  as  células  30  minutos  en
escuridade.  Posteriormente,  lávanse  con  PBS  e  realízanse  as
microfotografías utilizando para iso un microscopio de  fluorescencia
Olympus IX51 ( Daxhelet G.A. et al., 1989).
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6.- TRANSFORMACIÓN CELULAR
Para  os  ensaios  de  transformación  celular  utilízanse  ratos
inmunodeficientes,  concretamente  Fox  Chase  SCID  CB17/lcr-
Prkdcscid/lcrCrl, obtidos de Charles River (Brown A.R.,  DeWitt C.
L.,  Bosma M. J.  Nisonoff A.  J.,  1980).  Estes ratos  presentan unha
deficiencia  severa combinada que afecta  aos  seus  linfocitos  B e T,
aínda que manteñen funcionais  as  células  NK, os  macrófagos e  os
granulocitos.  Por  este  motivo,  son  susceptibles  de  desenvolver  un
tumor  ao  inxectalos  con células  transformadas,  sendo un modo  de
confirmar dita transformación.
Inxectamos no flanco do rato, de modo subcutáneo, 3x106 astrocitos,
previamente infectados e seleccionados.  
7.- ESTUDOS BIOQUÍMICOS
A extracción  de  proteínas  realízase  o  6º  día  dende  o  cultivo  dos
astrocitos, unha vez seleccionados, mediante o tampón RIPA (1x PBS,
1% NP40,  0,5% deoxicolato sódico,  0,1% SDS, 10 mg/mL PMSF,
40μg  de  aprotinina/mL,  100mM  de   ortovanadato).  Tras  unha
incubación de 30 minutos en xeo, sométese ás células a dous pulsos de
sonicación  de  3  segundos  e  centrifúgase  o  extracto  10  minutos  a
10000 g e 4ºC e, tras descartar o sobrenadante, resuspéndese o pellet.
Para estes estudos bioquímicos utilizamos a técnica de  Western-blot.
Realizamos a separación proteica mediante un xel desnaturalizante de
poliacrilamida ao 12% utilizando para iso 50 μg. de proteína por pozo.
Para  realizar  a  transferencia  empregouse  unha  membrana  de
nitrocelulosa (BioRad).  O posterior bloqueo fíxose con leite ao 5%
(leite en po desnatado) en TBS-T.
Para  as  determinacións  que  nos  interesan,  utilízanse  os  seguintes
anticorpos primarios: anti-p53 (1:1000,CM5,  Novocastra),  anti-  Rb
(1:1000, G3-245, BD), anti-p19ARF (1:1000, ab80, Abcam), anti-p16
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(1:1000,  M-156,  Santa  Cruz),   anti-p21 (1:1000,  F-5,  Santa  Cruz),
anti-α-tubulina  (1:5000,  Sigma),  anti-H2AX  (1:500,Ser139,
Millipore), anti-Pan-RasV12 (1:500, Ab-1, Calbiochem).
As incubación cos anticorpos primarios fíxose durante toda a noite a
4ªC e as concentracións de anticorpos empregadas foron as indicadas
polo fabricante.
As  incubacións  cos  anticorpos  secundarios  fixéronse  durante  unha
hora, despois de lavar a membrana. Empregáronse anticorpos anti-IgG
de rato (1:1000, GE Healthcare) e  anti-IgG de coello (1:5000, GE
Healthcare), en leite ao 5% en TBS-T.
8.- ENSAIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Tras desparafinar e hidratar as mostras, realízase un  pretratamento no
microondas a máxima potencia (800 W) durante 20 minutos en Buffer
Citrato. Tras lavar con PBS, bloquéase con peroxidasa ao 3% durante
10 minutos. A continuación, incúbase cos anticorpos do noso interese.
O revelado posterior realízase con DAB (durante 10 minutos) para
despois realizar  unha contratinguidura con Hematoxilina (durante 3
minutos). Por último, deshidratamos as mostras e montámolas.
Para as determinacións que nos interesan os anticorpos utilizados son
Sox-2 (1:500, ref. 17320, Santa Cruz), GFAP (1:200, ref. 3670, Cell
Signaling), Hematoxilina (05-06004,  BioÓptica), Eosina (05-10003E,
BioÓptica).
 9.- ENSAIOS DE INMUNOCITOQUÍMICA
Tras fixar as mostras en Formalina durante 30 minutos e lavalas con
PBS,  permeabilízanse  as  células  con  Tritón  X-100  ao  1% en PBS
durante  1  hora.  A continuación,  incúbase  cos  anticorpos  do  noso
interese, tralo que se montan as mostras nun medio de montaxe acuoso
e DAPI.
Para as determinacións que nos interesan os anticorpos utilizados son
Sox-2 (1:500, ref. 17320, Santa Cruz), GFAP (1:200, ref. 3670, Cell
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Signaling), Hematoxilina (05-06004,  BioÓptica), Eosina (05-10003E,
BioÓptica). 
10.- ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS
Os experimentos repetíronse un mínimo de tres veces, empregándose
no  caso  de  experimentos  in  vivo o  número  mínimo  de  animais
imprescindibles para observar a reproductibilidade dos resultados ou
as posibles diferencias interindividuais se existiran, co obxectivo de
cumplir o principio das 3 R.
O cálculo e a representación dos resultados a efectos comparativos,
fíxose empregando, para cada grupo, a media + SD.
A análise estatística realizouse co software GraphPad. Aplicouse o test
de  Mann-Whitney para a  comparación dos  grupos nos  estudos dos
niveis  de  senescencia e  apoptose,  o  test  ANOVA para  o estudo da
proliferación,  o  test  Welch para o estudo da supervivencia libre de
tumor e o test Mantel-Cox para o estudo da variación do volume do
tumor.  En todos os casos,as diferencias observadas  entre os grupos




1.-AUMENTO DA PROLIFERACIÓN DOS ASTROCITOS NEONATAIS
KNOCK-OUT CONDICIONAIS PARA P53  E P53/RB RESPECTO AOS
GRUPOS CONTROL
Segundo a clasificación da OMS, os tumores cerebrais clasifícanse en
catro grupos en función da súa malignidade,  utilizando para iso as
características histopatolóxicas e alteracións xenéticas que presentan
(WHO,  2010).  Deles,  os   glioblastomas  ou  tumores  de  grao  IV,
caracterízanse  por  presentar  un  alto  grao  de  proliferación  celular,
invasión  tisular,  anxioxénese, necrose e unha elevada resistencia a
tratamento mediante fármacos ou radioterapia. A pesar de que tanto a
nivel morfolóxico como a nivel clínico os glioblastomas comparten
trazos que os describen, a nivel xenético, obsérvanse diferenzas que
permiten diferencialos en dous subgrupos,  segundo sexan primarios
ou secundarios, derivados dun  astrocitoma de grao II (Furnari F. B. et
al., 2007).
Análises  moleculares  dos  subtipos  de  glioblastoma  permitiron
identificar as alteracións propias de cada un, en función do seu grao de
incidencia.  Desta  maneira,  como  pode  verse  na  táboa  4,
identificáronse  alteracións  nas  vías  de  sinalización  como  a
amplificación de EGFR como exclusiva de  glioblastomas primarios
(aparece no 40% dos casos) xa que nunca aparece nos glioblastomas
secundarios.  Esta  sobreexpresión  provoca  un  aumento  de
tumoroxenicidade, xa que leva consigo un incremento na proliferación
e unha diminución da apoptose, aparentemente, a través da vía Ras-
Shc-Grb2 (Prigent S.A. et al., 1996).
Outra  lesión  frecuente  neste  tipo  de  tumores  é  a  perda  de
heterocigosidade no cromosoma 10 (Albarosa R. et al., 1996), o que
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afecta  directamente  á  fosfatasa  PTEN.  De  feito,  viuse  que  PTEN
aparece mutado en ámbolos dous tipos de glioblastomas aínda que a
súa incidencia é maior nos primarios (Tohma E. et al., 1998). 
Por outra banda, comprobouse tamén que as mutacións de p53 son
menos frecuentes en glioblastomas primarios (<10%) mentres que a
súa  incidencia  aumenta  en  glioblastomas  secundarios  (>65%)  dos
cales, un 90% xa presentan a mutación nos estadios iniciais do tumor
(Watanabe K. et al., 1997). 
En canto á ruta de RB, observouse que a súa interrupción é un evento
case  obrigado  durante  a  tumoroxénese,  xa  que  como  se  viu
anteriormente, aparece alterada nun 74% dos  glioblastomas, ben sexa
deleción ou mutación do xene RB, pola amplificación das Ciclinas
dependentes de quinasas da fase G1 ou pola deleción ou silenciamento
do  inhibidor  de  Cdks,   p16INK4B,  observándose  nun  mesmo  tumor
varios eventos asociados a esta vía (Wiedemeyer R. et al., 2008; The
Cancer  Genome Atlas Research Network, 2008).
Despois de estudar como se comporta a célula na que se eliminou Rb,
quixemos observar que ocorre tras a  deleción do  supresor de tumores
p53, unido á hiperactivación da vía de Ras xa que, os últimos datos
clínicos  mostran  que  tanto  a  ausencia  de  Rb  como  a  de  p53
catalóganse coma lesións xénicas asociadas a glioblastomas, aínda que
p53 relaciónase tamén  con estadios iniciais do tumor. 
Así mesmo, estudamos as consecuencias da eliminación de ámbolos
dous supresores de tumores, Rb e p53, combinándoa novamente coa
hiperactivación  do  oncoxene  Ras  para  observar  se  hai  algunha
modificación  na  resposta  da  célula  ao  pasar  dun dobre  a  un  triplo
evento oncoxénico.
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Táboa 4.- Porcentaxe dos casos de GMB que presentan alteracións en cada unha
das rutas fronte ao total de casos estudados. 
Ruta Porcentaxe de eventos
de cada ruta 
p53 TP53, MDM2, MDM4,
CDKN2A
74,96 % dos casos
(443/591)














76,82 % dos casos
(454/591)
*Esta táboa mostra a transcendencia clínica dos eventos oncoxénicos  seleccionados
para  o noso traballo (datos obtidos de www.cbioportal.org).
Para  iso  inicialmente  utilizamos  como  modelo  celular   astrocitos
knock-out condicionais  para  p53,  que  nos  permiten  inducir  estes
eventos  oncoxénicos,  fronte  a  estudos  previamente  publicados  que
utilizaban  modelos  animais  que  carecen  de  p53  ao  longo  do
desenvolvemento (Le J-S. et al., 2008), o cal mellora o modelo xa que
evita  unha posible  adaptación  funcional  da  célula  en  canto  ao  que
implica a ausencia de p53. 
Existen  estudos  previos  que  determinan  que  existe  un  marcado
incremento de proliferación en astrocitos  que combinan a perda de
p53 cunha sobreexpresión de Ras oncoxénico (Le J-S.  et al., 2008).
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Para tratar de comprender mellor a importancia da ausencia de p53,
desenvolvemos un modelo celular  baseado en  astrocitos  knock-out
condicionais  aos  que  inducimos  un evento   oncoxénico,  como é  a
introdución de HRasV12  (datos non publicados). O devandito evento,
combinámolo  cunha  deleción  dirixida  de  p53.  Isto  permítenos
comparar  os  grupos  de  estudo  de  forma  aguda,  fronte  ao  traballo
anteriormente  citado  en  que  a  falta  de  p53  ocorre  desde  o
desenvolvemento,  o  que  pode  levar  consigo  variacións  funcionais
adaptativas a nivel xenético.
Observamos  unha  maior  taxa  de  proliferación  nos  astrocitos
infectados  coa  recombinasa  CRE,  é  dicir,  aqueles  que  teñen   p53
delecionado fronte aos grupos que aínda o conservan. Ademais, este
aumento de taxa de crecemento celular é maior naquelas células que
dita  perda  do  xene  antitumoral  está  combinada  coa  expresión
constitutiva do oncoxene HRasV12. Estes resultados coinciden cos xa
publicados anteriormente. Cabe destacar que a taxa de proliferación é
maior no grupo que unicamente carece de p53 que a observada no
grupo que  sobreexpresa HRasV12, fronte ao que ocorre no caso de que
o xene delecionado sexa Rb (Seoane M. et al., 2008).
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Figura 11.- Microfotografías que mostran as diferenzas na taxa de
proliferación celular nos distintos grupos segundo os días de estudo
(microfotografía de tinguidura con cristal violeta 40x; a barra de escala
corresponde a 100 mm).
A continuación estudamos o que ocorre no caso de que haxa unha
dobre deleción de xenes supresores de tumores e o resultado obtido
(figuras 11 e 12) segue unha pauta similar ao observado no caso da
ausencia  de  p53  (datos  non  publicados),  de  modo  que  a  taxa  de
proliferación é maior no caso de eliminar p53 e Rb que no caso da
sobreexpresión do oncoxene, diferente igualmente ao que ocorría no
caso de Rb (Seoane M. et al., 2008).
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Dos datos obtidos, extráese a posible existencia dunha cooperación na
desregulación  do  control  do  ciclo  ante  a  ausencia  de  p53
especialmente nas células que sobreexpresan o oncoxene HRasV12 e
dita  falta  de  regulación  vese  potenciada  pola  ausencia  de  Rb,
posiblemente debido ao seu efecto regulador do punto de restrición R,
como se constatou en melanomas  (Bardeesy N. et al., 2001).
Figura 12.- Taxa de proliferación celular nos distintos grupos de estudio.
Obsérvase unha marcada taxa de proliferación entre os grupos que perderon p53 e
Rb fronte a aqueles que aínda os conservan sendo esta diferencia é maior nas
células que expresan HRasV12. Os datos foron analizados co test  ANOVA  (n = 5). As
diferencias significativas (p<0,05) expresáronse cun asterisco (*).
2.-  AUSENCIA DE INDUCIÓN DE APOPTOSE E SENESCENCIA NOS
GRUPOS QUE PRESENTAN DELECIÓN DOS XENES SUPRESORES DE
TUMORES RB E P53
Os coñecidos como xenes supresores de tumores teñen como función






das células nun determinado tecido do organismo (Hussanin S. P. and
Harris C. C., 1998). O supresor de tumores p53 actúa en resposta a
varios  tipos  de  estrés  celular  mediante  unha  serie  de  procesos
antiproliferativos. Como se viu anteriormente, e se resume na figura
13, p53 pode ser activado por dano no DNA,  hipoxia ou expresión
aberrante de oncoxenes promovendo a actuación dos  checkpoints de
ciclo  celular,  a  reparación  do   DNA,  a  senescencia  celular  e  a
apoptose.  Polo  tanto,  alteracións  da  función  de  p53  facilitan  a
aparición de defectos na activación dos  checkpoints, inmortalización
celular,  inestabilidade  xenómica  e  unha  inapropiada  supervivencia,
permitindo  a  proliferación  continuada  e  a  evolución  de  células
danadas (Hussanin S. P. and Harris C. C., 1998).
Estudouse  en  profundidade  a  capacidade  de  p53  para  controlar  o
proceso de apoptose. De feito, considérase esta capacidade como unha
contribución á actividade de p53 como supresor  tumoral. A evidencia
de  que  o  p53  endóxeno  pode  controlar  a   apoptose  foi  obtida  de
ensaios que estudaban a entrada en  apoptose de timocitos de ratos
knockout para  p53  en  fronte  a   timocitos  wildtype trala  acción  de
radiación,  observándose  que   p53  era  necesario  para  o  inicio  da
apoptose inducida por radiación, pero non para a apoptose inducida
por  moitos  outros  estímulos  (Clarke  A.  R.  et  al.,  1993).  Ademais,
observouse que a  apoptose dependente de p53 como resposta  a  un
evento   oncoxénico  é  un  regulador  fundamental  da  tumoroxénese
correspondendo os tumores máis agresivos cunha diminución nos seus
niveis de activación ( Symonds H. et al., 1994). 
A importancia  da relación entre  a  apoptose e a  supresión  tumoral
mediada por p53 determinouse a través de estudos que vinculaban a
perda de p53 cun peor diagnóstico do tumor debido á diminución nos
niveis de apoptose (Bardeesy N. et al., 1995).
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Figura 13. Proceso de activación da supresión tumoral
a través de p53.
A determinación dos niveis de apoptose é importante neste modelo
debido  a  que  p53,  como  se  describiu  anteriormente,  é  unha  peza
fundamental  tanto  na  entrada  en  parada  celular,  por  activación  da
expresión de p21WAF1/CIP1 (Hei  G. et al., 2005), como na apoptose (Oda
K. et al., 2000; Selvakumaran M. et al., 1994). No caso da deleción de
p53  e  tras  realizar  unha  medición  dos  niveis  de  apoptose,  non
observamos diferenzas significativas entre os distintos grupos, o que
nos  indica  que  o  aumento  que  observamos  mediante  curvas  de
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proliferación celular en canto ao número de células non se debe a unha
diminución da  morte  celular,  senón a  un  aumento  de  proliferación
(datos non publicados).
No caso da dobre deleción de p53 e Rb, sen embargo, observamos
diferenzas significativas entre os grupos control e os grupo knockout
(figuras 14 e 15), non habendo sen embargo un aumento nos grupos
que  sobreexpresan o oncoxene HRasV12. Por outra banda, e dado a que
os niveis son moi baixos en tódolos grupos, a diminución da apoptose
non ten un impacto significativo a nivel biolóxico.
Figura 14.- Niveis de apoptose (media + SD). Os datos foron analizados co test
Mann-Whitney cun n = 5, sendo p<0,05 dos grupos que presentan a deleción dos
xenes supresores de tumores fronte aos seus grupos control, representado cun
asterisco (*).
Ademais desta capacidade de promover a apoptose, p53 tamén induce
parada de ciclo celular, senescencia celular e inflúe directamente na
reparación  do  DNA,  estando  o  resultado  da  súa  activación
influenciado polas características do estímulo causante (Fridman J.S.
and Lowe S.  W.,2003).  Así,  a  transformación oncoxénica  debida  a
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consecuencia do cal aparece nas células perda de viabilidade por un
proceso similar ao da  apoptose ( Lowe S. W. and Ruley H.E., 1993).
Con todo, a hiperactivación do oncoxene Ras provoca a entrada das
células nun estado de parada celular en G1 debido á acumulación de
p53 e p16 e distínguese fenotipicamente pola entrada en senescencia
(Serrano M. et al., 1997).
Figura 15.-  Avaliación da aparición de apoptose nos distintos grupos de estudo
empregando o colorante de Hoechst 33258 (microfotografía de tinguidura con
Hoechst 33258 40x; a barra de escala corresponde a 100 mm).
A activación da ruta Ras-MAPK en fibroblastos e células  epiteliais
pode  inducir  proliferación  pero  provoca  senescencia  prematura
(Woods D. et al., 1997). Así, Ras oncoxénico pode activar o programa
ARF-p53 para a supresión da transformación epitelial. A interrupción
do  devandito  programa  pode  ser  importante  durante  o







Figura 16.- Niveis de senescencia (media + SD). Os datos foron analizados co test
Mann-Whitney cun n = 5, e sendo p<0,05 nos grupos que presentan a deleción dos
xenes supresores de tumores e/ou que expresan o oncoxene HRasV12 fronte aos seus
grupos control, representado cun asterisco (*).
Por outra banda, viuse que os MEA que carecen de Rb son resistentes
á senescencia inducida por Ras oncoxénico,  aínda tendo activada a
DDR pola activación da ruta de p53 (Seoane M., Costoya J.A. and
Arce V.M., 2017).
No  noso  caso,  ao  estudar  os  niveis  de  senescencia  no  caso  da
eliminación de p53, observamos que non hai diferenzas significativas
entre os grupos (datos non publicados) polo que tampouco se pode
achacar  ese  aumento  na  proliferación  a  unha  diminución  do
envellecemento celular. 
Con  todo,  coa  combinación  da  eliminación  de  ámbolos  xenes
supresores de tumores, obsérvase un descenso significativo os niveis
de senescencia (figuras  16 e  17),  aínda que,  dado que en todos os
grupos o nivel  de senescencia é  moi baixo,  non se pode asociar  o
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Figura 17.- Tinguidura con  SA-β-galactosidasa das células no 6º día tralo
cultivo para a determinación dos niveis de senescencia (microfotografía de
tinguidura con SA-β-galactosidasa 40x; a barra de escala corresponde a 100 mm).
3.-  APARICIÓN DE DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS A NIVEL
MORFOLÓXICO TRALA EXPRESIÓN CONSTITUTIVA DE HRASV12,  EN
ESPECIAL NO GRUPO EN QUE DITA EXPRESIÓN SE COMBINA COA
SUPRESIÓN DE P53 E RB
As  células   malignizadas  caracterízanse  por  ter  un  ciclo  celular
acelerado,  alteracións  xenéticas,  crecemento  invasivo,  mobilidade
celular incrementada, quimiotaxe, cambios na superficie celular, etc. 
Morfoloxicamente, as células tumorais caracterízanse por presentar un
núcleo  grande,  de  tamaño  e  forma  irregular.  O  núcleo  das  células
neoplásicas ten nos seus cambios un papel importante na valoración
da malignidade tumoral, en especial os que concirnen á súa superficie,
volume, relación núcleo/citoplasma,  forma e densidade,  así  como á
estrutura  e  a  homoxeneidade.  Outras  modificacións  ultraestruturais
relaciónanse con segmentación do núcleo, invaxinacións, cambios na
cromatina, como redución da heterocromatina, incremento dos poros






caracterizado por hipertrofia, macro e microsegregación, movemento
a  través  da  membrana  alterado,  incremento  no  seu  número  e
formación  dun  sistema  canicular  intranuclear  entre  a  membrana
nuclear  e  o  nucléolo.  O  citoplasma  tamén  presenta  cambios,  coa
aparición  de  novas  estruturas  e/ou  a  desaparición  de  estruturas
normais,  acumulación  de  RNA  ribosómico  e  mensaxeiro  que  o
converte  en  basófilo,  diminución  do  tamaño  do  citoplasma  coa
aparición frecuentemente de vacuomas. Tamén é frecuente a aparición
de alteracións na coloración da célula.
A mitose  é  característica  das  células  malignizadas.  O  número  de
mitose  incrementado,  formas  de  mitose  atípicas  con  defectos  na
aparición do eixo mitótico, estruturas asimétricas e formas atípicas dos
cromosomas.  En  tumores  anaplásicos,  é  frecuente  a  presenza  de
núcleos  xigantes  e  células  multinucleadas  que  presentan  divisións
anormais. 
Do mesmo xeito que ocorría no caso de deleción de Rb (Seoane M. et
al., 2008), observamos unha marcada diferenza na morfoloxía celular
nos  grupos  celulares  nos  que  hai  sobreexpresión  de  HRasV12,  tales
como  diferenzas  de  tamaño  entre  as  células  ou  un  marcado
alongamento das prolongacións das mesmas. Estas mesmas diferenzas
obsérvanse tamén no caso dos astrocitos que expresan HRasV12 desde
o desenvolvemento (Le J-S.  et al., 2008). No noso caso, observamos
ademais que estes cambios son máis evidentes no grupo que combina
esta expresión constitutiva do oncoxene  HRasV12 coa deleción de p53.
Con todo, no grupo que unicamente presenta deleción de p53, a pesar
da elevada taxa de proliferación, as células manteñen a súa morfoloxía
orixinal. Isto corrobora que aínda que p53 ten un papel importante no
control  da  proliferación  celular,  é  a  presenza  do  oncoxene  a  que
provoca a transformación celular (datos non publicados).
Dos datos obtidos podemos concluír que, aínda que a perda de p53
provoca un pronunciado aumento na taxa de proliferación celular, non
parece ser suficiente para producir o inicio da transformación celular.
Dita transformación si ten lugar cando, ademais, hiperactivamos a vía
de sinalización de Ras mediante a sobreexpresión de HRasV12, como
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pode  verse  na  capacidade  destas  células  de  producir  o
desenvolvemento de tumores. A cooperación entre ámbolos eventos
pode vir dada polo feito de que a presenza de Ras oncoxénico provoca
lesións no DNA por estrés replicativo e xeración de ROS (Seoane M.
et  al.,  2008)  e   p53  xoga  un  papel  fundamental  na  activación  de
mecanismos de reparación, polo que a súa ausencia impide que esta
teña lugar. 
Figura 18.- Aparición de claras diferenzas morfolóxicas entre os grupos
de estudo. Asócianse á  sobreexpresión do oncoxene HRasV12,
observándose diferenzas de tamaño e forma, mentres que nos outros
grupos o tamaño permanece homoxéneo, aínda se constata o aumento na
proliferación ao producirse a deleción dos xenes supresores de tumores
(microfotografía de tinguidura con cristal violeta 40x; a barra de escala
corresponde a 100 mm).
Para tratar de determinar a importancia de cada un dos eventos, no
noso grupo desenvolveuse un modelo que combinaba as ausencias de







similares aos ensaios que estudaban as consecuencias da perda de cada
xene  supresor de tumores por separado (figura 18). Do mesmo xeito
que ocorre nos casos anteriores, a ausencia de p53 e Rb eleva a taxa de
proliferación,  con  todo,  as  diferenzas  morfolóxicas  obsérvanse  nos
casos en que se  sobreestimula a vía de Ras.
4.-  ACTIVACIÓN DOS CHECKPOINTS DO CICLO CELULAR,
ESPECIALMENTE NOS GRUPOS QUE PRESENTAN UN DOBRE EVENTO
ONCOXÉNICO
A  pesar  de  que  Rb  e  as  proteínas  do  grupo  de  p53  non  son
imprescindibles  para  a  finalización  do  ciclo  de  división  celular,  a
alteración ou interrupción da súa función aparece na maioría, se non
todos, os procesos tumorais (Sherr C. J., 1996; Levine A. J., 1997). Os
supresores de tumores Rb e p53 son, á súa vez, regulados por dúas
proteínas, p16INK4a e p19ARF, codificadas por un único  locus  xenético,
INK4a/ARF, e que son tamén potentes supresores tumorais. p16INK4a
actúa como inhibidor de Cdk4 (Serrano M., 1997), mentres que hai
evidencias de que p19ARF  modula a actividade de p53 como parte da
resposta  dun  checkpoint a  sinais  oncoxénicas  e  hiperproliferativas
(Sherr C. J., 1998).
As  quinasas  dependentes  de  Ciclina  D  Cdk4  e  Cdk6  regulan  a
fosforilación de Rb. Por inhibición de Cdk4 e Cdk6, as proteínas da
familia INK4 poden impedir a entrada en fase S en células con Rb
funcional. A interrupción na ruta p16INK4a– Ciclina D1/ Cdk4– Rb é un
evento  común  en  tumores  humanos,  como  resultado  da  perda  de
función dun dos reguladores negativos (p16INK4a ou Rb) ou por eventos
que levan consigo a  sobreexpresión dun dos proto-oncoxenes (Ciclina
D1 ou Cdk4;  Sherr C. J., 1996).
A inactivación de p53 provoca unha diminución en respostas celulares
como  inhibición  do  ciclo  celular  ou  apoptose  en  resposta  a  unha
tensión ou a dano no DNA (Ko L. J. and Prives  C., 1996; Levine A.
J.,  1997).  A  eliminación  de  p53  funcional  a  través  de  diversos
mecanismos  é  o  evento  simple  máis  común  en  tumores  humanos,
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ocorrendo en preto da metade dos casos (Hollstein M. et al., 1994). En
condicións  de  homeostase,  a  proteína  p53  ten  unha  vida  curta  e
exprésase en niveis baixos en células normais pero cando aparece un
dano xenotóxico, atópase estabilizada e acumúlase. Entre os produtos
xénicos  inducidos  por  p53 está  o  inhibidor  de Cdk p21Cip1/Waf1,  que
pode levar a cabo o arresto celular (Harper J. W. et al., 1993; o-Deiry
W.S. et al., 1993) 
As células que carecen dun xene funcional de p53 son resistentes á
detención do ciclo celular inducida por p19ARF, o que implica que p53
actúa downstream na vía de ARF (Kamijo T. et al., 1997). Con todo,
as células carentes de ARF presentan un checkpoint de p53 intacto tras
radiación ionizante ou UV, polo que p19ARF non transmiten sinais a
p53 en resposta ao dano do  DNA (Sherr C. J., 1998).
Tras realizar o estudo bioquímico das mostras observamos diferenzas
nos niveis de activación dos distintos checkpoints de ciclo, como pode
verse na figura 19, co que a célula tenta contrarrestar o aumento de
proliferación anteriormente indicado. No caso de p19ARF, observamos
un aumento significativo da expresión proteica no grupo que combina
ámbolos eventos oncoxénicos. En canto a  p16INK4, vemos un aumento
claro naqueles grupos que expresan  constitutivamente HRasV12. Por
outra  banda,  en canto a  p21CIP1,  ten diminuída a súa expresión nos
casos en que p53 atópase  delecionado, o cal era de esperar ao estar a
súa  expresión  regulada  transcricionalmente  por  p53 (Hei  G.  et  al.,
2005).
Observamos tamén que, naqueles grupos en que hai unha combinación
de eventos oncoxénicos, prodúcese unha clara expresión de γ-H2AX.
Os  organismos  teñen  mecanismos  moi  precisos  para  reparar  as
rupturas de dobre cadea ou DSBs non programadas, é dicir, aquelas
que non forman parte de procesos celulares como meiose, mitose ou
desenvolvemento do sistema inmune (Jeggo P.A. et al., 1995), ou polo
menos  para  tratar  de  reducir  ao  mínimo  as  súas  consecuencias
biolóxicas  (Sedelnikova  O.A.  et  al.,  2003).  Tras  unha  lesión  que
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provoque  a  ruptura  do  dobre  filamento  de  DNA  cromosómico
poñendo en perigo a integridade física dun cromosoma, ten lugar a
fosforilación  específica  da  histona  H2AX  no  residuo  serina  139,
producindo unha forma modificada específica denominada γ-H2AX. A
histona é  rapidamente γ-fosforilada despois da aparición da ruptura
(Rogakou E. P.  et al., 1998), podendo servir estes focos de γ-H2AX
nos sitios de rupturas do dobre fío de DNA para o recrutamento de
proteínas que están implicadas en volver unir os extremos de DNA
(Rogakou E. P. et al., 1999). 
No noso caso, detectamos niveis elevados de expresión da  histona
fosforilada,  especialmente  no  grupo  que  combina  a   deleción  dos
xenes  supresores  de  tumores  coa  sobreexpresión  do  oncoxene
HRasV12, o que indica un claro dano por DSBs no  DNA.
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Figura 19.- Diferenzas nos niveis de expresión proteica nos astrocitos co-
infectados. Observase unha activación dos checkpoints de ciclo tratando de
contrarresta-lo aumento de proliferación. É salientable a presenza de
expresión -H2AX, especialmente, no grupo que combina ámbolos eventosϒ
oncoxénicos, o que é indicativo de dano na estrutura do DNA.
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5.- ENSAIO DE TUMOROXENICIDADE POSITIVO PARA CÉLULAS P53-/--
RB-/--HRASV12
A tumoroxenicidade defínese como a capacidade dunha poboación de
células inoculadas a un modelo animal para producir  un tumor por
proliferación  no  sitio  de  inoculación  e/ou  en  sitios  distantes  por
metástase. Para iso é frecuente a utilización de animais xeneticamente
inmunocomprometidos,  por  exemplo,  ratos  espidos  ou  con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) ou mediante  inactivación
das células T con globulina anti-timocitos (ATG), soro anti-timocitos
(ATS) ou soro anti-linfocitos ( ALS; WHO, 2010).
Unha  vez  obtidos  os  datos  bioquímicos  e  de  crecemento  celular,
tratamos  de  verificar  a  posibilidade  de  que  estas  modificacións
xenéticas impliquen a aparición de transformación celular. Para iso,
realizamos inxeccións subcutáneas dos catro grupos de estudo en ratos
SCID,  concretamente nos flancos.  A aparición dunha masa tumoral
apoiaría a idea de que as células estudadas presenten transformación
celular.
Determinamos  a  porcentaxe  de  individuos  SCID  que,  tras  ser
inxectados, mantéñense libres da aparición de tumor así como o tempo
en que devandito tumor preséntase. Como se observa na figura 20, no
100% dos individuos inxectados (6/6) con astrocitos do grupo p53-/--
Rb-/--RasV12 preséntase desenvolvemento  tumoral sendo, ademais, o
tempo transcorrido desde a inxección é moi baixo, incluso menor ao
observado nos casos en que o xene delecionado era Rb (Seoane M. et
al., 2008) e p53. En canto ao grupo p53-/--Rb-/-  observamos casos de
desenvolvemento tumoral (5/6) aínda que a un tempo máis prolongado
que no grupo anterior; nos grupos en que non hai perda de p53 e Rb
non  tivemos  ningún  caso  (0/6).  Estes  resultados  demostran  que  a
ausencia de p53 e Rb provoca transformación celular e aparición de
tumoroxenicidade, potenciada pola expresión constitutiva de HRasV12. 
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Figura 20.- Representación da supervivencia libre de tumor, é dicir, o
tempo transcorrido dende a inxección ata a aparición do proceso tumoral.
Os datos foron analizados co test Mantel-Cox cun n = 6, e sendo p<0,05
tanto nos grupos que presentan tumor entre eles coma fronte aos seus
grupos control.
Ademais,  dende  a  aparición  do  tumor,  realizamos  medicións  das
dimensións do mesmo para determina-lo seu volume e a súa taxa de
crecemento  nos  grupos  que  desenvolven  tumores.  Para  iso
empregamos a fórmula 
Volume (V)= ½ (a2 x b)
sendo  a o  diámetro  maior  e b  o menor  (Sung  C.  et  al.,  1993),
considerando que existe tumor cando o diámetro menor alcanza los 4
mm.
86
Figura 21.- Comparativa do volume dos tumores desenvolvidos
nos distintos grupos. Representación do tamaño dos tumores no
momento da súa extracción. Comparamos os volumes dos tumores
desenvolvidos no grupo p53-/- Rb-/- (5/6) cos do grupo p53-/- Rb-/-
HRasV12 (6/6).Os datos foron analizados co test Welch cun n = 6,
sendo p > 0,05.
Destes  resultados  podemos  extraer  que  aínda  que  non  se  aprecian
diferenzas  significativas  na  taxa  de  crecemento  dos  tumores  dos
distintos grupos, a hiperactivación de HRasV12  oncoxénico favorece a
que a aparición dos mesmos ocorra nun tempo menor (figura 21).
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Figura 22.- Extracción dos tumores desenvolvidos nos grupos de estudo p53-/-
Rb-/- e p53-/- Rb-/-HRasV12.
6.- CARACTERIZACIÓN DOS CORTES HISTOLÓXICOS TUMORAIS
Os tumores  requiren  a  achega  de  nutrientes  e  osíxeno  así  como a
capacidade  de  eliminar  os  refugallos  metabólicos  e  o  dióxido  de
carbono.  A neovascularización  asociada  ao  tumor,  xerada  por  un
proceso  de  anxioxénese,  suple  estas  necesidades  (Hanahan  D.  and
Folkman  J.,  1996),  estimulando  o  crecemento  tumoral  e  a
proliferación. As células malignas segregan substancias que estimulan
a  formación  de  novos  vasos,  chamados  por   Bassermann  en  1984
como  TAP  (Tumor  Angiogenesis  Factor).  Por  mor  de  que  a
proliferación das células tumorais adoita ocorrer  máis rápido que a
formación  de  novos  capilares,  pódese  relacionar  a  aparición  de
procesos de necrose e apoptose cun grao maior de crecemento tumoral




Figura 23.- Cortes histolóxicos dos tumores extraídos  aos ratos SCID con
tinguidura Hematoxilina-Eosina. Nas figuras a e c obsérvanse amplas zonas
que presentan neovascularización. Nas figuras b e d poden verse meioses
atípicas (frechas) e diferenzas no tamaño dos núcleos, especialmente no caso
de células que combinan o triplo evento oncoxénico (microfotografías de
tinguidura con Hematoxilina-Eosina; figuras a e c 10x e figuras b e d 40x; a
barra de escala corresponde a 200 mm nas figuras a e c e a 100 mm nas figuras
b e d).
A  formación  de  vasos  entra  en  repouso  tras  a  embrioxénese,
activándose na etapa adulta só en ocasións puntuais (cicatrización, por
exemplo).  Con  todo,  durante  a  progresión   tumoral,  o  "interruptor
anxioxénico" permanece case sempre activo provocando a aparición
de  novos  vasos  que  axudan  a  manter  a  expansión  de  crecementos
neoplásicos (Hanahan D.  and Folkman J., 1996). A aparición destes
novos  vasos  adoita  ir  acompañada  de  capilares  enrevesados  e
excesivamente  ramificados, microhemorraxias, vasos distorsionados e
ampliados.  Por  outra  banda,  o  fluxo  sanguíneo  é  irregular  e  a
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provoca  a  acidificación  da  contorna  así  como  insuficiencia
metabólica,  isquemia  e  necrose.  Tamén  son  frecuentes  os  edemas
debido á elevada permeabilidade deste tipo de vasos, así como niveis
anormais de proliferación de células  endoteliais (Nagy A. et al., 2010;
Baluk P. et al., 2005).
O  proceso  de  anxioxénese  aparece  de  maneira  temperá  durante  o
desenvolvemento  dos  tumores  invasivos,  tanto  en  modelos  animais
como en humanos (Raica M. et al., 2009; Hanahan D. and  Folkman
J.,  1996).  Nun  principio,  asociábase  a  aparición  da  anxioxénese  a
tumores  macroscópicos  de  rápido  crecemento,  pero  datos  máis
recentes indican que a anxioxénese contribúe tamén á fase premaligna
da progresión  neoplásica (Hanahan D. and Weinberg  R.A., 2011).
Realizamos cortes histolóxicos das masas tumorais unha vez extraídas
para determinar as súas características tisulares. Como pode verse na
figura  23,  observamos  zonas  cunha  marcada  neovascularización,
especialmente  no  grupo  que  expresa  constitutivamente  HRasV12.
Ademais, tamén poden verse zonas necrosadas, o que é indicativo de
rápido crecemento tumoral e por tanto de  malignidade.
7.- PRESENZA DE DESDIFERENCIACIÓN NAS CÉLULAS TUMORAIS
As células nai atópanse na maioría de tecidos e caracterízanse pola súa
capacidade  de  auto-renovación  e  por  dar  lugar,  mediante  a
diferenciación,  a  células  efectoras  especializadas,  sendo  por  iso
cruciais  para  o mantemento  da  homeostase do tecido  e  para  a  súa
reparación  despois  dunha  lesión.  Entre  elas,  as  células  nai  neurais
(NSC) son específicas de tecido con capacidade de proliferación, auto-
renovación e produción dunha gran familia de proxenie diferenciada
funcional  (Bez  A.  et  al.,  2003),  estando  presentes  en  "nichos
vasculares" (Ramirez-Castillejo C.  et al., 2006; Gilbertson  R. J. and
Rich  J.  N.,  2007)  especializados  no  cerebro  adulto  de  mamíferos
podendo  servir  estes  nichos  como  protección  fronte  a  estímulos
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apoptóticos  e  permitindo  un  equilibrio  adecuado  entre  a  auto-
renovación e a diferenciación endotelial.  Ademais,  estas células nai
neurais teñen a posibilidade de prosperar en rexións hipóxicas (Studer
L. et al., 2000).
Con todo,  existen  un  tipo  de  células  que  comparten  características
fenotípicas  e  funcionais  coas  células  nai  neurais.  Son as  chamadas
células  iniciadoras  de  tumor  ou  TICs  coa  mesma  capacidade  de
proliferación,  auto-renovación  e  multipotencia,  que  xorden  da
transformación das  NSC (Hadjipanayis  C.  G.  and Van Meir  E.  G.,
2009) e que poden iniciar novos tumores cunha alta eficiencia, sendo
responsables  do  crecemento  do  mesmo e  podendo actuar  o  propio
tumor como nicho para as  células  que requiren factores  paracrinos
para  o  seu  mantemento  e  supervivencia,  debido  á  súa  elevada
vascularización, proporcionando ademais unha contorna hipóxica que
á súa vez favorece a formación de novos vasos mediados polo factor
de transcrición HIF-1 (Kaur B. et al., 2005; Keith B. and Simon  M.
C., 2007).
A  perda  de  diferenciación  que  sofren  as  células  malignas  pode
explicarse por unha redución no tempo de rexeneración entre  mitose,
o  que  supón  unha  diminución  do  tempo  de  diferenciación;  esta
desdiferenciación  é  un  proceso  importante  no  desenvolvemento
tumoral,  xa  que  as  células  adquiren  características  morfolóxicas  e
funcionais de células fetais do tecido hóspede provocando cambios na
composición  citoplasmática  e  no  metabolismo  do  glucóxeno,
anomalías intermedias e erros na transmisión da información xenética.
Nunha poboación de células malignas desenvólvense  subpoboacións
e subclones que se distinguen en termos de  invasividade, agresividade
e  capacidade  de  metástase,  aparecendo,  ademais,  variacións  na
relación co estroma, diferenzas estruturais nas células en termos de
antixenicidade  e/ou  membrana  glicoproteica  e  comportamentos
alterados en canto á invasión e a metástase, provocando diferenzas de
sensibilidade  aos  ciclostáticos,  radiación  e  outros  tratamentos
antitumorais.
O xene Sox2, pertencente á familia de factores de transcrición SOX,
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codifica  o  factor  de  transcrición  SOX2  expresado  durante  o
desenvolvemento embrionario. SOX2 controla a expresión de varios
xenes  importantes  na  regulación  deste  proceso,  como  é  Fgf4  na
formación do blastocisto (Scaffidi P. and Bianchi M.E., 2001) e que
tamén se expresa no tubo neural,  participando no desenvolvemento
das neuronas e da glía (Zappone M.V. et al., 2000; Ferri A. L. et al.,
2004).  Trala  diferenciación,  os  niveis  de  expresión  de  Sox2  en
astrocitos diminúen ata facerse imperceptibles, aínda que conservan a
expresión dos xenes na subfamilia SoxE (Wegner M. and Stolt C. C.,
2005; Schmitz M. et al., 2007), podendo detectarse unha reactivación
na  súa  expresión  en  casos  de  lesión  no  tecido  ou  por  factores
glioxénicos (Bani- Yaghoub M.  et al., 2006).
Observouse que a expresión de Sox2 está aumentada nos tumores do
sistema  nervioso  central  de  liñaxe  astroglial,  oligodendroglial  e
ependimal, así como en tumores mixtos  neurogliares e en tumores de
orixe embrionaria, e dita expresión correlaciónase inversamente coa
diferenciación (Phi   J.  H.  et  al.,  2008) e  positivamente co grao de
malignidade (Schmitz M. et al., 2007; Phi J. H. et al., 2008; Ma E. H.
et  al.,  2008).  O  silenciamento  de  Sox2  en  células  iniciadoras  de
glioblastoma impide a súa proliferación e inhibe a  tumoroxenicidade
o  que  indica  que  Sox2  é  fundamental  para  o  mantemento  da
capacidade  de  auto-renovación  de  células  nai   neurais  cando
adquiriron propiedades canceríxenas (Gangemi  R.M. et al., 2009).
Quixemos determinar a expresión de Sox2 tanto nas nosas células en
cultivo  como  a  nivel  tisular  nos  tumores  desenvolvidos  nos  ratos
SCID. Para iso realizamos tinguiduras en células que sobreexpresaban
o oncoxene HRasV12 en presenza ou en ausencia dos xenes  supresores
de tumores p53 e Rb.
Como  pode  verse  na  figura  24,  a  expresión  de  Sox2  pasa  de  ser
citoplasmática  a  ser  nuclear  ao  producirse  a  deleción  dos  xenes
supresores  de  tumores  e  en  presenza  de  sobreexpresión  de  Ras
oncoxénico, o que é indicativo de desdiferenciación (Zappone  M.V.
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et al., 2000; Ferri A. L. et al., 2004; Alcock J. et al., 2009).
Figura 24.- Tinguidura de inmunofluorescencia. Tratamos de determina-la
localización da expresión de Sox2 nas células dos distintos grupos de estudo en
cultivo, p53+/+Rb+/+, p53+/+Rb+/+ HRasV12,p53-/-Rb-/- e p53-/-Rb-/-HRasV12. Observamos
que no grupo que combina o triplo evento oncoxénico detéctase expresión de
Sox2 a nivel nuclear (microfotografías de tinguidura con inmunofluorescencia
40x; a barra de escala corresponde a 100 mm).
Quixemos  comprobar  se  ocorría  este  mesmo  cambio  de  lugar  de
expresión nos tumores desenvolvidos nos ratos SCID e efectivamente,
observamos que a expresión de Sox2, do mesmo xeito que ocorre en
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Figura 25.- Tinguidura de inmunofluorescencia dos cortes histolóxicos
extraídos do tumor producido por células que combinan o triplo evento
oncoxénico. Ao igual que ocorre nos cultivos celulares, nos tumores do grupo
p53-/- Rb-/- HRasV12 observamos expresión nuclear de Sox-2  o que implica
desdiferenciación celular (Zappone M.V. et al., 2000) e está asociada a un alto
grao de malignidade (microfotografías de tinguidura con inmunofluorescencia
40x; a barra de escala corresponde a 100 mm).
Debido a que se describiu que a maior parte dos glioblastomas teñen
hiperactivada  a  vía  de  sinalización  de  Ras  (Guha  A.  et  al.,  1997),
coñécese tamén que a ausencia de p53 ten un papel  importante  na
progresión da malignidade nos tumores de baixo grao (Zhu E.  et al.,
2005), e aparece unha alteración da función de Rb e p53 na maior
parte  dos  tumores  cerebrais  humanos  (The  Cancer  Genome  Atlas
Reseach  Network,  2008),  quixemos  estudar  a  cooperación  que  se
produce  ao  combinar  estes  eventos  no  avance  do  astrocitoma  a
glioblastoma.
Tomados en conxunto, os nosos resultados permítennos concluír que a
cooperación entre a perda de p53 e Rb é suficiente para o inicio do
proceso tumoral, existe unha perda de control na proliferación celular
e  aparecen  danos  non  reparados  que  provocan  a  transformación
celular, véndose potenciada pola hiperactivación da vía de Ras.
O incremento observado na taxa de proliferación celular, os cambios
na  morfoloxía  celular  e  o  desenvolvemento  de  tumores  exóxenos
seguen o  mesmo patrón  que os  resultado obtidos  anteriormente  no
noso grupo no caso de combinar tanto a ausencia de Rb como de p53
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coa hiperactivación da vía de Ras (Seoane M. et al., 2008), aínda que
a  ausencia  de  ámbolos  supresores  de  tumores  é  suficiente  para  a
tumoroxénese.
Con todo,  tralo estudo de desdiferenciación,  observamos que aínda
que o patrón de desenvolvemento tumoral é similar nos grupos que
carecen  dos  xenes  supresores  de  tumores  Rb  e  p53,  é  necesaria  a
hiperestimulación  da  vía  de  Ras  para  que  o  tumor  desenvolvido
adquira as características propias dun  glioblastoma. Probablemente,
isto  débese  a  que  son  necesarios  varios  eventos  oncoxénicos  para
iniciar  a  reprogramación  de  células  diferenciadas  a  células
pluripotentes ou células nai pluripotentes inducidas (iPS). 
Esta  reprogramación  non  ocorre  de  maneira  eficaz  debido  a  que
existen barreiras,  como é a  activación da resposta  de dano a DNA
(DDR) e a apoptose dependente de p53 (Chin L.  et al., 1999) que a
impiden  mesmo  en  células  que  presentan  dano  nos  telómeros,
deficiencias na reparación do DNA ou danos exóxenos do xenoma.
Por tanto, a eliminación de p53 permite unha reprogramación eficiente
que implica a xeración de células iPS que manteñen o dano no  DNA e
as aberracións cromosómicas (Marión R.M. et al., 2009).
Un estudo recente mostra que os glioblastomas conteñen células nai
de  glioblastoma  (GSC)  que  teñen  un  programa  transcricional  que




A cooperación entre as perdas de p53 e Rb é suficiente para o inicio
do proceso tumoral. 
No caso de combinar estas delecións cunha hiperactivación de  Ras
oncoxénico  prodúcese  un  incremento  na  perda  de  control  da
proliferación e dos mecanismos de reparación do DNA.
Ademais,  as  células  que  combinan  o  triplo  evento  oncoxénico,
desenvolven un proceso de desdiferenciación similar ao que presentan
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